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Die humanen β-Papillomviren HPV5 und HPV8 inﬁzieren speziﬁsch Keratinozyten der
Haut. Beide Typen wurden mit der Entstehung von nicht-melanozyta¨rem Hautkrebs
(NMSC) in Verbindung gebracht. U¨ber das zelltransformierende Potential der β-HPV-
Okogene E6 und E7 ist jedoch wenig bekannt. Das Ziel dieser Arbeit war, neue Interakto-
ren fu¨r E6 und E7 zu identiﬁzieren und die Interaktion mit diesen Proteinen hinsichtlich
ihrer Funktion und ihres Transformationspotentials zu untersuchen.
Unter Verwendung des Yeast-two-hybrid-Systems und mittels GST-Pulldown wurden
insgesamt 35 potentielle Interaktoren, davon 13 fu¨r E6 und 22 fu¨r E7, isoliert. Zwei der
Interaktoren, NuMA und Myosin1C, wurden fu¨r eine na¨here Analyse ausgewa¨hlt.
Das Nuclear Mitotic Apparatus Protein 1 (NuMA) fokussiert, im Komplex mit Dynein,
die Minusenden der Mikrotubuli an den Polen der mitotischen Spindel. Eine Dysfunktion
des NuMA/Dynein-Komplexes fu¨hrt zur Defokussion der Spindel und Fehlausrichtung
der Metaphasechromosomen. E6 und E7 von HPV5 und HPV8 und NuMA sind im
Interphasenukleus kolokalisiert. Nur E7 assoziiert mit NuMA an den Polen der mitoti-
schen Spindel. Diese Interaktion fu¨hrt in E7-exprimierenden Keratinozyten weder zum
Abbruch, noch zu einer messbaren Verla¨ngerung der Mitosephase. Auch eine aus Zell-
teilungsfehlern resultierende A¨nderung der Ploidie konnte nicht festgestellt werden. In
E6/E7-exprimierenden Zellen treten jedoch vermehrt Zellen mit u¨berza¨hligen Zentroso-
men auf, was auch auf NuMAs Rolle in der Zentrosomentrennung zuru¨ckgefu¨hrt werden
ko¨nnte. Es wird vermutet, dass die E7-NuMA-Assoziation wa¨hrend normaler Mitosen
der Seiteneﬀekt einer prima¨ren Funktion in der asymmetrischen Teilung der Basalzellen
ist, die der Replikation von HPV dient.
NM1, eine nukleare Isoform von Myosin1C ist in die Transkription ribosomaler Gene
durch die RNA-Polymerase I (Pol I) involviert. Das E7-Protein von HPV8, nicht aber
von HPV5, assoziiert mit NM1. Diese Bindung wurde durch Koimmunpra¨zipitation ve-
riﬁziert. Expression von HPV8 E7 fu¨hrt zu einer verminderten Pol I-Aktivita¨t und re-
duziert damit die Synthese von pra¨-rRNA. Die Experimente zeigen eine Halbierung der
pra¨-rRNa-Konzentration in E7-exprimierenden Zellen, die sich jedoch nicht maßgeblich
auf die Mengen maturierter rRNAs auswirkt. U¨ber die Interaktion mit NM1 kann HPV8
die energieaufwendigen Pol I-Transkriptionsvorga¨nge einschra¨nken, um mo¨glicherweise
die in der Zelle vorhandenen Energierecourcen zum eigenen Vorteil zu verteilen.
Die Schlussfolgerung aus den Untersuchungen dieser Arbeit ist, dass die Interaktion von
E6 und/oder E7 mit NuMA oder NM1 zwar vermutlich nicht zur Transformation von
Keratinozyten beitra¨gt, aber dennoch in Prozessen involviert ist, die fu¨r die Infektions-
oder Replikationsmechanismen der β-HPV bedeutend sind.
Summary
The human β-Papillomaviruses HPV5 and HPV8 speciﬁcally infect keratinocytes of
the skin. Both types have been associated with the development of non-melanoma skin
cancers (NMSC). So far, little is known about the cell-transforming potential of β-HPV
and its oncogenes E6 and E7. The aim of this thesis was to identify new interaction
partners of E6 and E7 and to investigate function and transformation potential of these
protein interactions.
A total of 35 potential interaction partners, 13 for E6 and 22 for E7, were identiﬁed using
the yeast-two-hybrid system and GST pull-down. Two of these interaction partners,
NuMA and Myosin1C, were analyzed further.
In a complex with dynein, the Nuclear Mitotic Apparatus protein 1 (NuMA) is respon-
sible for focusing the minus ends of microtubules at the poles of the mitotic spindle. A
dysfunction of this NuMA/dynein-complex results in a defocused spindle and misalign-
ment of metaphase chromosomes. Both E6 and E7 from HPV5 and HPV8 colocalize
with NuMA in the nucleus during interphase. However, only E7 associates with NuMA
at the poles of the mitotic spindle. In E7 expressing keratinocytes, these interactions
neither lead to failure of nor cause a measurable prolongation of mitosis. Also, changes
in ploidy due to errors in cell division were not observed. Still, in cell cultures expressing
E6/E7 an increased percentage of cells contained abnormal numbers of centrosomes,
which could result from the implication of NuMA during centrosome segregation. It has
been proposed that the association of E7 with NuMA during normal mitosis is a side
eﬀect of a primary function in the asymmetric division of basal cells, which supports the
replication of HPV.
NM1, a nuclear isoform of myosin1C, is involved in the transcription of ribosomal genes
via RNA-Polymerase I (Pol I). The E7 protein from HPV8, but not from HPV5, asso-
ciates with NM1. This interaction was veriﬁed via co-immuno-precipitation. Expression
of HPV8 E7 leads to decreased activity of Pol I and thereby reduces the synthesis of
pre-rRNA. The experiments demonstrated that the expression of E7 halves pre-rRNA
levels in cells, but does not lead to comparable reductions in mature rRNAs. It is possi-
ble, that by limiting the energy consuming Pol I transcription processes via interaction
with NM1, HPV8 aims to reallocate the cell’s energy resources to its advantage.
The conclusions resulting from this work are that the interactions of E6 and/or E7
with NuMA or NM1 probably do not contribute to the transformation of keratinocytes.




Die humanen Papillomviren (HPV) bilden eine Gruppe von kleinen DNA-Viren, die spe-
ziﬁsch die mehrschichtigen Epithele von Haut oder Schleimhaut inﬁzieren (Mistry et al.,
2008). Obwohl die Mehrzahl der Infektionen ohne klinische Symptome verla¨uft, indu-
zieren Papillomviren typischerweise gutartige hyperproliferative La¨sionen, wie Warzen,
Papillome oder Condylomata, die sich oft auch ohne Therapie zuru¨ckbilden. La¨sionen
die durch sogenannte high risk-Typen verursacht wurden, tragen dabei das Risiko einer
spa¨teren malignen Transformation.
In den 1970er Jahren wurde die Existenz verschiedener HPV-Typen aufgedeckt (Giss-
mann und zur Hausen, 1976; Gissmann et al., 1977; Orth et al., 1977). Zur selben Zeit
wurde durch Harald zur Hausen auch erstmals ein Zusammenhang zwischen der Infekti-
on mit Papillomviren und Geba¨rmutterhalskrebs hergestellt (zur Hausen, 1976), wofu¨r
dieser 2008 mit dem Nobelpreis fu¨r Medizin ausgezeichnet wurde. Zahlreiche Arbeiten
widmeten sich in den letzten vier Jahrzehnten der Diversita¨t der HPV, ihren biolo-
gischen und pathogenen Eigenschaften, sowie der Assoziation einiger HPV-Typen mit
intra-epithelialen Neoplasien und Krebs (U¨bersicht in zur Hausen 2009). Man unterschei-
det HPV in high risk-Typen, wie HPV16 und 18, die mit Krebsvorstufen und malignen
Tumoren des Zervix assoziiert werden, oder HPV5 und 8, assoziiert mit Epidermodys-
plasia verruciformis (EV), sowie low risk-Typen, wie HPV6 und 11, die ausschließlich
gutartige La¨sionen verursachen.
Wa¨hrend die a¨tiologische Rolle von HPV in der Entstehung von Zervixkarzinomen, so-
wie ihre Implikation bei anderen Krebsarten des anogenitalen Traktes als etabliert gilt,
wird vermutet, dass Papillomviren auch eine Rolle bei der Induktion von Tumoren an
anderen Stellen des Ko¨rpers, wie Kopf und Hals (Mundho¨hle, Larynx, Pharynx), der
Bindehaut des Auges und der Haut, spielen (Mun˜oz et al., 2006).
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1. Einleitung 2
Abbildung 1: Phylogenetischer Baum der Papillomviren Klassiﬁzierung der PVs anhand der
Sequenzhomologie von L1. Hervorgehoben ist die Gattung der Beta-Papillomaviren, mit den EV-Typen
HPV5 und HVP8 (aus de Villiers et al. 2004).
1.1.1 Phylogenese der Papillomaviren
Urspru¨nglich mit den Polyomaviren zur Familie der Papovaviridae zusammengefasst,
werden die Papillomaviren (PV) heute als eigensta¨ndige Familie mit dem Namen Papil-
lomaviridae betrachtet. Die neueste Klassiﬁkation ordnet die 189 bekannten Papillomavi-
ren, darunter 120 humane und 69 nicht-menschliche PVs, in 29 Gattungen ein (Bernard
et al., 2010). Die phylogenetische Einordnung in Gattungen und Spezies wird durch Se-
quenzvergleich des am sta¨rksten konservierten HPV-Strukturgens L1 vorgenommen, das
fu¨r das L1-Kapsidprotein kodiert. Die humanen Papillomaviren verteilen sich auf die fu¨nf
Gattungen Alpha, Beta, Gamma, My und Ny. Wa¨hrend alle Schleimhaut-inﬁzierenden
HPV-Typen, darunter HPV16 und HPV18, in der Gattung Alpha zusammengefasst
sind, ist die Heterogenita¨t der kutanen HPV sehr viel gro¨ßer (Deau et al., 1991). Kuta-
ne HPV sind in allen fu¨nf HPV-Gattungen vertreten (de Villiers et al., 2004; Bernard
et al., 2010). Die zahlenma¨ßig gro¨ßte Gruppe kutaner HPV sind EV-assoziierte Typen,


















Abbildung 2: Genetischer Auf-
bau der HPV Stellvertretend ist das
Genom des high-risk- Typs HPV 16
aus dem Genus der α-Papillomviren
dargestellt. Im Anschluss an die long
control region (LCR) folgen die ear-
ly (E)-Region mit den Leserahmen
(ORFs) fu¨r E6, E7, E1, E2, E4 und
E5, sowie die late (L)-Region mit den
Leserahmen (ORFs) fu¨r L1 und L2.
1.1.2 HPV-Struktur und virale Proteine
Papillomaviren sind kleine, unbehu¨llte Viren mit einem Durchmesser von 45 bis 55 nm.
Das PV-Kapsid besitzt ikosahedrische Symmetrie und setzt sich aus 72 Kapsomeren,
gebildet aus den Strukturproteinen L1 und L2, zusammen. Das virale Genom ist ein
doppelstra¨ngiges zirkula¨res DNA-Moleku¨l von 7500-8000 Basenpaaren. Nur einer der
Stra¨nge ist kodierend und alle Gene sind darauf in gleicher Leserichtung angeordnet.
Dabei u¨berlappen sich die Leserahmen teilweise und liegen in verschiedenen Leserastern.
Das Genom ist in drei Regionen organisiert: eine nicht-kodierende Region (LCR, long
control region), die early (E)-Region und die late (L)-Region (Abbildung 2).
Die LCR ist sehr variabel und entha¨lt die Promotoren fu¨r die Gene der E-Region, sowie
transkriptionsregulierende Sequenzen.
Die E-Region kodiert fu¨r alle nichtstrukturellen Proteine der Papillomaviren. Acht ver-
schiedene open reading frames (ORFs), E1-E8, wurden bisher beschrieben. Das E1-
Protein ist in der extrachromosomalen Replikation des viralen Genoms involviert (Holt
et al., 1994; Cueille et al., 1998). E2 ist ein Transkriptionsfaktor, der eine fundamentale
Rolle im viralen Replikationszyklus spielt. Es aktiviert die Replikation des viralen Ge-
noms und reguliert die Transkription der Onkogene E6 und E7 (Desaintes und Demeret,
1996). Der E3-ORF ist nur in wenigen sehr seltenen PV-Typen vorhanden und die Funk-
tion des E3-Genprodukts ist nicht bekannt. Das E4-Protein wird in der spa¨ten Phase
der Infektion in hohen Mengen exprimiert und ist beteiligt an der Reifung der Viruspar-
tikel und der Desorganisation des Cytoskeletts der Keratinozyten die fu¨r die Freisetzung
des Virus notwendig ist (Doorbar et al., 1986). Neuere Untersuchungen zeigen, dass E4
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auch der Induktion eines Zellzyklusarrests an der G2/M-Grenze mitwirkt (Nakahara
et al., 2002). HPV-E5 besitzt transformierende Eigenschaften, die hauptsa¨chlich auf sei-
ner Fa¨higkeit beruhen, die Degradation des epidermal growth factors (EGF) zu sto¨ren
(Zhang et al., 2005). Es ist weiterhin involviert in der Inhibition des extrinsischen Apop-
tosewegs (Kabsch und Alonso, 2002), der Inhibition interzellula¨rer Kommunikation (Kivi
et al., 2008) und der Transkription des HPV-Genoms, sowie der Transkriptionsfaktoren
c-Jun und c-Fos (Genther et al., 2003; Tsai und Chen, 2003). Die Proteine E6 und E7
besitzen vielfa¨ltige Funktionen und sind bei Hochrisiko-Typen fu¨r die zellula¨re Trans-
formation und Immortalisierung und die Aufrechterhaltung des tumoralen Pha¨notyps
ausschlaggebend (siehe 1.1.3 und 1.1.4). Die Eigenschaften des E8-Proteins sind nicht
bekannt. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass ein E2ˆE8-Fusionsprotein dazu beitra¨gt,
den Virus in den Epithelbasalzellen in einem latenten Zustand zu halten, wobei diese
Funktion u¨ber die E8-Doma¨ne ausgeu¨bt wird (Stubenrauch et al., 2001).
Die L-Region kodiert fu¨r die Kapsid-Proteine L1 und L2. L1 ist mit etwa 80% Gewichts-
anteil das Hauptprotein des Kapsids. Beide Strukturproteine werden ausschließlich in
ausdiﬀerenzierten Zellen exprimiert. Sie erlauben in dieser Umgebung die Stabilisierung
des Kapsids und den endgu¨ltigen Zusammenbau der Virionen.
Die Genome der EV-HPV sind sehr heterogen (Deau et al., 1991). Sie sind relativ klein
und unterscheiden sich von anderen HPV-Genomen durch eine speziﬁsche Organisation
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Abbildung 3: Schematischer Aufbau von E6 und E7 E6 ist charakterisiert durch zwei Zink-
ﬁngerdoma¨nen, die von insgesamt vier Cys-X-X-Cys-Zinkbindemotiven ﬂankiert werden. Nur genitale
Hochrisiko-HPV besitzen ein PDZ-Bindemotif (ETQL). In Analogie zum Adenovirus-E1A-Protein wird




Der E6-ORF kodiert fu¨r ein kleines basisches Protein aus etwa 150 Aminosa¨uren. E6-
Proteine von verschiedenen HPV-Typen zeigen moderate Aminosa¨urehomologie. Das
gemeinsame Merkmal sind vier Cys-X-X-Cys-Motive, u¨ber die Zinkionen komplexiert
werden ko¨nnen. Nur mukosale Hochrisiko-HPV besitzen ein PDZ-Bindemotiv am C-
Terminus (Abbildung 3).
Im Gegensatz zu E7 ist die Expression von Hochrisiko-HPV E6 nicht allein ausreichend,
um Zellen zu immortalisieren (Mu¨nger et al., 1989a). Die am besten charakterisierte
Eigenschaft von E6 der Hochrisiko-Typen ist seine Fa¨higkeit, im Komplex mit der Ubi-
quitinligase E6-AP (E6 associated protein), die Degradation von p53 u¨ber das Proteasom
einzuleiten (U¨bersicht in Tommasino et al. 2003). Auf diesem Weg ko¨nnen p53-abha¨ngige
Regulationswege, wie die Kontrolle der Integrita¨t des zellula¨ren Genoms oder Apopto-
seinduktion als Antwort auf DNA-Scha¨digungen inhibiert werden. Diese Manipulation
der p53-Funktion ist der Hauptgrund fu¨r die genomische Instabilita¨t, die durch Infektion
mit Hochrisiko-HPV ausgelo¨st wird (Thomas und Laimins, 1998). Kutane HPV-Typen
ko¨nnen p53 weder binden noch degradieren (Steger und Pﬁster, 1992). Ob β-HPV-E6
mit E6-AP assoziiert, ist noch umstritten (Elbel et al., 1997; Simmonds und Storey,
2008).
U¨ber die Assoziation mit Bak kann E6 von mukosalen und bestimmten kutanen HPV-
Typen die zellula¨ren Apoptosewege unabha¨ngig von p53 beeinﬂussen (Jackson et al.,
2000; Thomas und Banks, 1998). Die Bindung an Bak fu¨hrt zur Degradation des Prote-
ins u¨ber den Ubiquitin-Weg und unterbricht die Signalkette des mitochondrialen Apop-
tosewegs.
Ein weiteres Charakteristikum von Hochrisiko-HPV-E6 ist die Bindung (u¨ber die PDZ-
Doma¨ne) und Degradation verschiedener Mitglieder der MAGUK-Familie, was zum Ver-
lust von Zell-Zell-Kontakten und Zellpolarita¨t fu¨hrt (Thomas et al., 2001; Watson et al.,
2003). HPV16 E6 aktiviert ausserdem die hTERT-Transkription und erha¨lt damit die
Kontrolle u¨ber die La¨nge der Telomere und die Lebenspanne der Keratinozyten (Klingel-
hutz et al., 1996). Das E6-Protein sowohl von mukosalen als auch kutanen HPV bindet
an die Transkriptionskoaktivatoren CBP und p300 und beeinﬂusst auf diesem Weg die
Transkription p53-regulierter Gene (Patel et al., 1999) und/oder die Aktivierung des
HPV-early-Promoters (Mu¨ller-Schiﬀmann et al., 2006).
Es sind zahlreiche weitere Interaktionen zwischen zellula¨ren Proteinen und E6 (haupt-
sa¨chlich von genitalen HPV) beschrieben worden. In vielen Fa¨llen ist jedoch deren bio-
logische Signiﬁkanz noch nicht vollsta¨ndig erforscht. Tabelle 1 listet eine Auswahl be-
kannter Interaktoren fu¨r mukosale HPV auf und fasst den bisherigen Kenntnisstand fu¨r
E6 von kutanen Typen zusammen.
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Tabelle 1: Zusammenstellung zellula¨rer Bindepartner von E6 Aufgefu¨hrt ist eine Auswahl der
wichtigsten Bindepartner von mukosalen HPV. Die meisten Interaktoren sind fu¨r kutane HPV nicht
untersucht (-). (aktualisiert und abgewandelt aus Akgu¨l 2002)
Zellula¨res
Protein
Funktion genitale HPV kutane HPV
p53 Tumorsuppressor (Werness et al., 1990) Nein. (Steger und Pﬁster,
1992)
E6-AP Ubiquitin-Ligase (Huibregtse et al., 1991) Nein. (Elbel et al., 1997)
Bak pro-apoptotisches
Protein
(Thomas und Banks, 1998) Ja. (Simmonds und Storey,
2008)
paxillin Signaltransduktion (Tong und Howley, 1997) -
hDLG Kontrolle der Zell-
polarita¨t
(Kiyono et al., 1997) Nein. (Kiyono et al., 1997)
TAFs Transkriptionsfakor (Massimi et al., 1997) Ja. (Enzenauer et al., 1998)
TBP Transkriptionsfaktor (Massimi et al., 1997) Ja. (Enzenauer et al., 1998)
c-myc Transkriptionfaktor (Gross-Mesilaty et al., 1998) -
hMcm7 DNA-Replikation (Kukimoto et al., 1998) -
IRF-3 Transkriptionsfaktor (Ronco et al., 1998) -
HMcM7 Replikationsfaktor (Kukimoto et al., 1998) -
E6TP1 GAP-Protein (Gao et al., 1999) -
p300 / CBP Transkriptions-
Koaktivator
(Patel et al., 1999) Ja. (Mu¨ller-Schiﬀmann
et al., 2006)
MUPP-1 Signaltransduktion (Lee et al., 2000) -
hScrib Kontrolle der Zell-
polarita¨t
(Nakagawa und Huibregtse, 2000) -
p73 Tumorsuppressor-
Protein









(Degenhardt und Silverstein, 2001) -
MAGI-1,2,3 Signaltransduktion (Thomas et al., 2001) -
ﬁbulin Kalzium-
bindendes Protein
(Du et al., 2002) -






- Ja.(Mendoza et al., 2006)
1.1.4 E7
Die E7-Proteine sind kleine, saure Polypeptide aus etwa 100 Aminosa¨uren. Ihre Sequenz
besitzt A¨hnlichkeit mit der von E1A des Adenovirus, sowie des large tumor antigen von
SV40 und wird in Analogie mit diesen Proteinen in drei konservierte Regionen (CR1-3)
eingeteilt (Phelps et al. 1988, siehe Abbildung 3).
Das E7-Protein der genitalen Hochrisiko-HPV-Typen ist in der Lage, prima¨re Kera-
tinozyten aus der Vorhaut zu immortalisieren (Halbert et al., 1991). E7 ist ein sehr
eﬃzienter Deregulator des Zellzyklus, eine Eigenschaft, die hauptsa¨chlich auf seiner
Bindung an den Tumorsuppressor pRb und die verwandten pocket proteins p107 und
p130 u¨ber das LXCXE-Motiv in der CR2 beruht (Dyson et al., 1992; Mu¨nger et al.,
1989b). Alle drei Proteine regulieren den Zellzyklus u¨ber die Assoziation mit Mitgliedern
der E2F-Transkriptionsfaktorfamilie und u¨berwachen unterschiedliche Kontrollpunkte:
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G1/S-Transition (pRB, p107), G0/G1-Transition (p130) und G2 (p107). U¨ber die In-
teraktion mit CDC-Inhibitoren (Jones et al., 1997; Zerfass-Thome et al., 1996) oder
mit dem cyclin A/CDK2-Komlex (Arroyo et al., 1993; Tommasino et al., 1993) benutzt
E7 pRb-unabha¨ngige Wege zur Zellzyklusregulierung. Auch E7-Proteine von EV-HPV-
Typen binden an pRb, jedoch mit deutlich geringerer Aﬃnita¨t (Kiyono et al., 1989;
Schmitt et al., 1994) und einige ko¨nnen die E2F-abha¨ngige Transkription aktivieren
(Hiraiwa et al., 1996).
Hochrisiko-HPV E7-Expression verursacht genomische Instabilita¨t u¨ber verschiedene
Mechanismen. E7 verursacht multipolare Mitosen durch Entkopplung der Zentriolen-
synthese vom Zellzyklus (Duensing et al., 2007) und andere mitotische Anomalien, wie
Anaphasenbru¨cken und
”
hinkende“ Chromosomen (Duensing und Mu¨nger, 2002).
Weitere Funktionen von E7 sind in McLaughlin-Drubin und Mu¨nger (2009) ausfu¨hrlich
Tabelle 2: Zusammenstellung zellula¨rer Bindepartner von E7 Aufgefu¨hrt ist eine Auswahl der
wichtigsten Bindepartner von E7 der mukosalen HPV. Die meisten Interaktoren sind fu¨r kutane HPV
nicht untersucht (-). (aktualisiert und abgewandelt aus (Akgu¨l, 2002))
Zellula¨res Pro-
tein
Funktion genitale HPV kutane HPV
pRb Tumorsuppressor (Mu¨nger et al., 1989a) (Schmitt et al.,
1994)
p107, p130 pRb assoziierte Pro-
teine
(Dyson et al., 1992) -
TBP Transkriptionsfaktor (Mazzarelli et al., 1995) Ja. (Enzenauer
et al., 1998)
TAF100 Transkriptionsfaktor (Mazzarelli et al., 1995) Ja. (Enzenauer
et al., 1998)
HDACs Histondeacetylasen (Brehm et al., 1999) -
p21 CDK Inhibitor (Funk et al., 1997) -
p27 CDK Inhibitor (Zerfass-Thome et al., 1996) -
AP-1 Transkriptionsfaktor (Antinore et al., 1996) -
E2F1 Transkriptionsfaktor (Hwang et al., 2002) -
S4 26S Proteasom-
Untereinheit
(Berezutskaya und Bagchi, 1997) -




(Barnard und McMillan, 1999) -
MPP2 Transkriptionsfaktor (Lu¨scher-Firzlaﬀ et al., 1999) -
Mi2ß (HDAC) Komponente des
Histon-Acetylase-
Komplexes








(Zwerschke et al., 2000) -
F-actin Komponente des
Zytoskeletts
(Rey et al., 2000) -
TAP-1 Peptidtransport (Vambutas et al., 2001) -
Ribosomale Pro-
teine
Ribosomenaufbau Tomassino, perso¨nliche Mitteilung (Akgu¨l, 2002)
eEF-1a Elongationsfaktor Storey, perso¨nliche Mitteilung (Akgu¨l, 2002)
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dargestellt. Tabelle 2 listet eine Auswahl bekannter Interaktoren fu¨r E7 genitaler HPV
auf und fasst den bisherigen Kenntnisstand fu¨r E7 von kutanen Typen zusammen.
1.2 Kutane HPV und nicht-melanozyta¨rer Hautkrebs
(NMSC)
NMSC ist die ha¨uﬁgste Krebserkrankung bei Menschen mit heller Hautfarbe. Seine In-
zidenz ist in den letzen Jahrzehnten sta¨ndig angewachsen (Rogers et al., 2010). Grund
dafu¨r sind eine ho¨here Lebenserwartung und vera¨nderte Verhaltensweisen, speziell im
Zusammenhang mit kumulativer Sonnenbestrahlung. Im Allgemeinen haben NMSC eine
gute Prognose und verlaufen nur selten to¨dlich. Jedoch gibt es Hinweise darauf, dass ei-
ne NMSC-Vorgeschichte ein erho¨htes Risiko fu¨r die Erkrankung an weiteren Krebsarten
darstellt (Chen et al., 2008; Maitra et al., 2005; Eﬁrd et al., 2002). Das Ansteigen der
NMSC-Fa¨lle stellt zudem durch die wachsenden Behandlungskosten eine zunehmende
o¨konomische Herausforderung fu¨r das Gesundheitssystem dar.
Man unterscheidet NMSC in zwei histologische Subtypen, Basalzellkarzinome (BCC)
und Plattenepithelkarzinome (SCC). BCC treten etwa vier- bis fu¨nfmal ha¨uﬁger auf als
SCC. NMSC entstehen hauptsa¨chlich an Stellen des Ko¨rpers, die der Sonneneinstrah-
lung ausgesetzt sind. Weitere Risikofaktoren neben der UV-Stahlung sind der Pigmentie-
rungsgrad der Haut, zunehmendes Alter und ein schwaches Immunsystem. Organspen-
denempfa¨nger mit supprimiertem Immunsystem haben ein 100- bzw. 10fach erho¨htes
Riskio fu¨r die Entwicklung von SCC beziehungsweise BCC. (Leigh et al., 1999).
1.2.1 Epidermodysplasia verruciformis (EV)
Epidermodysplasia verruciformis (EV)-assoziierte NMSC waren die ersten Tumoren beim
Menschen, deren Entstehung ursa¨chlich auf die Infektion mit HPV zuru¨ckgefu¨hrt werden
konnte (Jablonska et al., 1966; Orth et al., 1979; Ostrow et al., 1982). EV ist eine seltene
Hauterkrankung, die autosomal rezessiv vererbt wird. Durch eine Mutation im EVER1-
oder EVER2-Gen ist die zellvermittelte Immunita¨t von EV-Patienten defekt. Dies hat
eine ausgepra¨gte Pra¨disposition fu¨r persistente Infektionen mit β-Papillomviren zur Fol-
ge (Orth et al., 1978). EV-Patienten bilden schon fru¨h lebenslang existierende weitge-
streute Hautla¨sionen aus, wie ﬂache Warzen oder verschiedenfarbige Macula, die ein
hohes Risiko fu¨r eine Konversion in SCC bergen (Majewski et al., 1997; Jablonska et al.,
1972). Spa¨testens bis zum 40. Lebensjahr bilden sich aus den gutartigen Prima¨rla¨sionen
multiple pra¨kanzero¨se La¨sionen, die bei bis zu 60% der EV-Patienten vorwiegend an
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1.2.3 Onkogene Mechanismen der beta-Papillomaviren
Im Gegensatz zur Karzinogenese der genitalen Papillomviren ist u¨ber die molekularen
Mechanismen, durch die β-Papillomaviren an der Entstehung von NMSC beteiligt sind,
wenig bekannt. β-Papillomviren unterscheiden sich von den α-HPV durch das Fehlen
des E5-ORFs und das geringere Transformationspotential ihrer potentiellen Onkogene
E6 und E7. Die Aktivita¨ten von E6 und E7 sind wenig untersucht und scheinen von Typ
zu Typ stark zu variieren. Trotz dieser Unterschiede modulieren β-HPV zahlreiche Zell-
prozesse, wodurch eine Rolle als Co-Karzinogen im Zusammenwirken mit UV-Strahlung
denkbar ist.
UV-Strahlung verursacht verschiedene DNA-Scha¨digungen, wie zum Beispiel Thymidin-
dimere, die zu Mutationen fu¨hren ko¨nnen. In gesunden Zellen stehen mehrere Mecha-
nismen zur Verfu¨gung, um DNA-Scha¨den entweder zu reparieren, oder die gescha¨digte
Zelle durch Induktion von Apoptose zu entfernen. Da NMSC hauptsa¨chlich in sonnen-
exponierter Haut entstehen, wird angenommen, dass β-Papillomviren diese Defensivme-
chanismen der Zelle modiﬁzieren, um die eigene Replikation sicherzustellen und damit
Abbildung 4: Modell fu¨r die Kooperation von β-HPV und UV-Strahlung UV-bedingte DNA-
Scha¨den lo¨sen in gesunden Hautzellen (linke Spalte) die Aktivierung von DNA-Reparationsmechanismen
aus. Ist die Zelle zu stark gescha¨digt, wird sie durch programmierten Zelltod (Apoptose) entfernt. Die
Infektion mit β-HVP (rechte Spalte) beeintra¨chtigt sowohl DNA-Reparatur, als auch Apoptose und kann
zur Akkumulation von DNA-gescha¨digten Zellen fu¨hren, die ein erho¨htes Transformationsrisiko besitzen.
(abgewandelt aus (Bavinck und Feltkamp, 2004))
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die Akkumulation von Mutationen begu¨nstigen. In Abbildung 4 ist das Zusammenwir-
ken von HPV und UV-Strahlung schematisch dargestellt. β-HPV interferieren sowohl
mit Prozessen der UV-induzierten Reparatur von DNA, als auch der Apoptose. HPV5
E6 beeintra¨chtigt die Reparatur von Thymidindimeren in UV-bestrahlten Zellen (Giam-
pieri und Storey, 2004). HPV8 E6 bindet an das DNA-Reparaturenzym XRCC1 (Iftner
et al., 2002). Das E6-Protein von β-Papillomviren ist (mit Ausnahme von HPV38 E6),
im Gegensatz zu E6 der mukosalen Hochrisiko-HPV, nicht in der Lage p53 zu binden
und zu degradieren. UV-induzierte Apoptose kann daher nicht u¨ber diesen zentralen
Apoptoseregulator beeinﬂusst werden. β-HPV E6 hemmt die Apoptoseantwort der Zelle
u¨ber Proteine der Bcl-2-Familie. UV-B-Strahlung stimuliert die Expression des pro-
apoptotischen Proteins Bak die eine Eliminierung bestrahlter Keratinozyten durch den
mitochondrialen Apoptoseweg zur Folge hat (Jackson et al., 2000). Das E6-Protein ver-
schiedener β-HPV degradiert Bak und inhibiert dadurch UV-induzierte Apoptose (Jack-
son et al., 2000; Underbrink et al., 2008). Der Abbaumechanismus ist nicht bekannt und
es wird diskutiert, ob die Degradation unabha¨ngig (Jackson et al., 2000) oder abha¨ngig
(Underbrink et al., 2008) von einer Assoziation mit der zellula¨ren Ubiquitinligase E6AP
ist. Es wurde beobachtet, dass in β-HPV inﬁzierten NMSC Bak nicht exprimiert wird
(Jackson et al., 2002). Neben dem Verlust der Bak-Expression in Hauttumoren wird in
gutartigen, mit low risk-HPV-inﬁzierten La¨sionen eine Modiﬁkation des Verha¨ltnisses
Bcl-2/Bax nachgewiesen (Erkek et al., 2004). Mo¨glicherweise ist dies ein weiterer Me-
chanismus, auf dem HPV den apoptotischen Prozess in Keratinozyten unterdru¨cken. Die
Expression von E6 und E7 der Typen HPV8 und HPV20 inhibiert die UV-B-induzierte
Apoptose in prima¨ren Keratinozyten (Struijk et al., 2008).
Die Degradation des Tumorsuppressors p53 durch die Hochrisiko-Typen der Gattung α
und die daraus resultierende Akkumulation von DNA-Scha¨den erho¨ht die Wahrschein-
lichkeit, dass α-HPV-inﬁzierte Zellen malignisieren (Kessis et al., 1993). Keiner der β-
Typen bindet oder degradiert p53 (Caldeira et al., 2004; Elbel et al., 1997; Jackson et al.,
2000). Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass das E6-Protein kutaner HPV Funktionen von
p53 indirekt beeinﬂusst. E6 von HPV5 und HPV77 unterdru¨cken die UV-B-induzierte
Apoptose trotz der Pra¨senz von aktiviertem und stabilisiertem p53 (Jackson und Storey,
2000). In UV-bestrahlten Zellen verringert HPV77 E6 selektiv die p53-abha¨ngige Tran-
skription von proapoptotischen Faktoren, aber nicht von p53-regulierten Genen, die fu¨r
die Zellzyklus- oder p53-Regulation zusta¨ndig sind (Giampieri und Storey, 2004).
Die transformierenden Eigenschaften des E7-Proteins von β-Papillomaviren scheinen
deutlich geringer zu sein, als die von E7 der mukosalen Hochrisiko-Typen. HPV5 E7 ist
nicht in der Lage, Zellen einer permanenten Mauszelllinie zu transformieren. Bei Koex-
pression des aktivierten Onkogens Ras kann E7 von HPV5 oder HVP8 jedoch prima¨re
Fibroblasten aus Rattenembryonen transformieren (Iftner et al., 1988; Yamashita et al.,
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1993). HPV5 und 8 E7 binden den Tumorsuppressor pRb zwar mit viel geringerer Aﬃ-
nita¨t als HPV16, trotzdem ko¨nnte diese Bindung eine partielle Erkla¨rung fu¨r die trans-
formierenden Eigenschaften dieser Typen sein.
Anhand verschiedener Mausmodelle konnte demonstriert werden, dass 훽-Papillomviren
die Entstehung von Neoplasien verursachen. Transgene Ma¨use, die Gene E2, E6 und E7
von HPV8 in der Haut exprimieren, entwickeln spontan nicht-melanozyta¨re Hauttumo-
ren, auch ohne die Einwirkung von zusa¨tzlichen Karzinogenen (Schaper et al., 2005).
Chronische Exposition gegenu¨ber UV-B-Strahlung bewirkt in transgenen Ma¨usen, die
E6 und E7 von HPV20 oder 27 exprimieren, eine gesteigerte Proliferation der Kera-
tinozyten und den Verlust der Expression von des CDK-Inhibitors p21 (Michel et al.,
2006).
HPV38 nimmt hinsichtlich der Eigenschaften seiner Onkogene eine Sonderrolle unter
den β-HPV ein. HPV38 ist der einzige Typ dieser Gruppe der prima¨re Keratinozyten
immortalisieren kann (Caldeira et al., 2003). HPV38 E7 bindet und degradiert pRb
und interferiert u¨ber diese Bindung mit dem Zellzyklus und dem Seneszenzprogramm
der Keratinozyten (Caldeira et al., 2003). Ku¨rzlich wurde zudem vero¨ﬀentlicht, dass in
Anwesenheit von E6 und E7 von HPV38 der Tumorsuppressor p53 stablilisiert und phos-
phoryliert ist (Accardi et al., 2006). Die Akkumulation von p53 fu¨hrt zu einer erho¨hten
Expression von ∆Np73α, das als Onkoprotein eingestuft wird. Diese U¨berexpression
fu¨hrt zur Expressionsinhibierung von Genen, die in Zellzyklusarrest und Apoptose in-
volviert sind (Accardi et al., 2006). Ausserdem fu¨hrt die Expression von HPV38 E6 und
E7 in prima¨ren Keratinozyten zur Verku¨rzung der Telomere und zusammen mit dem
Verlust der Zellzykluskontrolle zu genomischer Instabilita¨t (Gabet et al., 2008).
Eine Voraussetzungen des metastatischen Prozesses ist die Fa¨higkeit von Tumorzellen
die Basalmembran zu durchdringen. In einem in-vitro-Hautorgan-Modell aus HPV8-E7-
exprimierenden Keratinozyten wurde eine U¨berexpression der Matrix-Metalloproteasen
(MMP) MMP-1, MMP8 und MT-1-MMP nachgewiesen (Akgu¨l et al., 2005). Diese Me-
talloproteasen spielen vermutlich eine Rolle bei der Invasion von Tumorzellen in die
Dermis.
1.3 Das Nuclear Mitotic Apparatus Protein 1 (NuMA):
Struktur und Funktion
Das Nuclear Mitotic Apparatus protein 1 (NuMA) wurde zum ersten Mal vor etwa 30
Jahren von Lydersen und Pettijohn 1980 beschrieben. Es erhielt seinen Namen aufgrund
der Beobachtung, dass NuMA wa¨hrend der Interphase ausschließlich kernlokalisiert ist
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Abbildung 5: Schematische Repra¨sentation der Proteindoma¨nen von NuMA Zwei globulare
Doma¨nen (hellblau) an Kopf und Schwanz des Proteins sind durch eine coiled coil-Doma¨ne (dunkel-
blau) verbunden. Signal fu¨r nukleare Lokalisation (NLS); Mikrotubulibindestelle (MT) (vera¨ndert aus
Radulescu und Cleveland 2010).
und wa¨hrend der Mitose mit den Spindelpolen assoziiert. NuMA ist ein Protein mit ho-
hem Molekulargewicht (239 kDa), es ist strukturiert in zwei globulare Doma¨nen, jeweils
am C- und N-Terminus, die u¨ber eine coiled-coil-Doma¨ne von 1500 Aminosa¨uren mitein-
ander verbunden sind (Yang et al., 1992). Das C-terminale Ende tra¨gt die Signalsequenz
fu¨r die nukleare Lokalisation (NLS), sowie eine Mikrotubulibindestelle von 100 Ami-
nosa¨uren (Gueth-Hallonet et al., 1996; Du et al., 2002; Haren und Merdes, 2002). Auf
beiden globula¨ren Doma¨nen beﬁnden sich außerdem mehrere S/TPXX-Motive (Lude´rus
et al., 1994). Diese Sequenzen werden ha¨uﬁg in Proteinen mit genregulierenden Funk-
tionen gefunden und man nimmt an, dass u¨ber sie die Bindung an DNA erfolgt (Suzuki
1989; Abbildung 5).
Die bislang bekannten Aufgaben von NuMA im Zellkern, sowie wa¨hrend der Mitose
umfassen drei Hauptbereiche: die Befestigung der Mikrotubuli an den Polen der mito-
tischen Spindel, Positionierung der Spindel bei asymmetrischer Zellteilung und struktu-
relle Funktionen im Nukleus (U¨bersicht in Radulescu und Cleveland 2010 und Sun und
Schatten 2006).
1.3.1 NuMAs Rolle wa¨hrend der Mitose
Zu Beginn der Mitose, gleichzeitig mit der Auflo¨sung der Kernhu¨lle wird NuMA durch
die Proteinkinase p34cdc2 hyperphosphoryliert und mit Hilfe eines Dynein/Dynactin-
abha¨ngigen Mechanismus zu den Spindelpolen transportiert (Merdes et al., 1996, 2000).
Es wird angenommen, dass die gleichzeitige Phosphorylierung an vier Serin- oder Threo-
ninresten sowohl NuMAs Lo¨slichkeit (Saredi et al., 1997) als auch seine Aﬃnita¨t ge-
genu¨ber Dynein reguliert und deshalb ausschlaggebend fu¨r die Assoziation mit den
Spindelpolen ist (Compton und Luo, 1995; Gehmlich et al., 2004). NuMA wird nicht
zu einem Bestandteil des Zentrosoms, sondern lokalisiert in seiner Na¨he, wo es mit den
vom Zentrosom ausgehenden Mikrotubuli assoziiert (Maekawa et al., 1991; Dionne et al.,
1999). Nach Beginn der Anaphase verliert NuMA seine Aﬃnita¨t gegenu¨ber Dynein und
wandert zu den sich neu formierenden Tochternuklei (Compton und Luo, 1995).
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Die Formierung der mitotischen Spindel beruht auf zwei verschiedenen Mechanismen.
Zum einen wachsen polare Mikrotubuli ausgehend vom Zentrosom oder Spindelpol in
Richtung der Chromosomen, zum anderen entstehen sogenannte Kinetochor-Mikrotubuli
an den Kinetochoren und wachsen zu den Spindelpolen hin, wo sie entweder direkt mit
dem Pol oder mit polaren Mikrotubuli verbunden werden (Fant et al., 2004). NuMA
u¨bernimmt dabei eine Doppelfunktion. Es verankert und stabilisiert die Mikrotubuli
am Zentrosom (Yang et al., 1992; Compton und Cleveland, 1993; Gaglio et al., 1995),
fokussiert aber auch die Enden der Mikrotubuli zentrosomunabha¨ngig an den Spin-
delpolen (Merdes et al., 1996, 2000). Obwohl NuMAs Aufgaben bei der anfa¨nglichen
Formierung der mitotischen Spindel teilweise durch das Zentrosom selbst u¨bernommen
werden ko¨nnen, ist die Fokussierung der Mikrotubuli durch NuMA essentiell fu¨r die Sta-
bilisierung und Aufrechterhaltung der Spindel unter dem mechanischen Stress wa¨hrend
Chromosomenausrichtung und -trennung (Silk et al., 2009).
Bis heute ist umstritten, in welchem Umfang Dynein zur Ausbildung und Stabilisierung
der Spindel beitra¨gt. Zwei Hypothesen werden diskutiert, wobei wahrscheinlich ist dass
beide Mechanismen einen Beitrag leisten (Radulescu und Cleveland, 2010): In der ersten
Variante tra¨gt Dynein lediglich zum Transport NuMAs zum Spindelpol bei, wa¨hrend ei-
ne
”
Spindelpolmatrix“ aus dimeren oder oligomeren NuMA-Komplexen die Minusenden
der Mikrotubuli u¨ber die Mikrotubulibindesstelle des NuMA-Proteins am Pol befestigt
und verankert. Die zweite Variante schla¨gt vor, dass die Fokussierung der Mikrotubu-
li durch einen Dynein-NuMA-Komplex erfolgt und die Mikrotubulibindestellen beider
Proteine verwendet werden (Sun und Schatten, 2006).
NuMAs mitotische Funktionen werden durch verschiedene Faktoren reguliert und erga¨nzt.
Importin-β bindet NuMA u¨ber die NLS-Sequenz. Auf diese Weise inaktiviertes NuMA
wird durch hohe Konzentrationen von Ran-GTP in Chromosomna¨he wieder freigesetzt
und kann dort zur Zentrosom-unabha¨ngigen Polymerisation von Mikrotubuli und Spin-
delformierung beitragen (Nachury et al., 2001; Wiese et al., 2001). Rae1, urspru¨nglich
als mRNA-Exportfaktor beschrieben, bindet und inaktiviert NuMA und reguliert des-
sen Funktion ebenfalls u¨ber den Importin-β/Ran-GTP-Weg (Wong et al., 2006). Auch
LGN, einer der Hauptregulatoren der Spindelorganisation u¨bt seine Funktion u¨ber die
Inhibierung von NuMA aus (Du et al., 2002).
1.3.2 Numa und asymmetrische Zellteilung
Asymmetrische Zellteilungen dienen sowohl der Selbsterneuerung von Stammzellen bei
gleichzeitiger Bildung diﬀerenzierender Vorla¨uferzellen (Morrison und Kimble, 2006) als
auch der Diﬀerenzierung bei der Ausbildung von Geweben, wie zum Beispiel der Haut
(Lechler und Fuchs, 2005). Durch die Verschiebung der mitotischen Spindel in Richtung
eines der Pole entlang der Polarita¨tsachse wird der Proteininhalt der Zelle ungleichma¨ßig
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auf die Tochterzellen verteilt. Durch die Cortex-Positionierung von Ankerproteinen, wie
Cdc42, an einem Ende der Mutterzelle werden Mikrotubuli, die vom na¨chstgelegenen
Spindelpol ausgehen, eingefangen und zur Delokalisation der Spindel an die Membran
gezogen (Du und Macara, 2004). Die Analyse von NuMA und orthologen Genen weiterer
Spezies fu¨hrte zur Entdeckung eines konservierten Mechanismus, der zur Ausbildung
einer asymmetrischen Spindel fu¨hrt. Die involvierten Komplexe sind NuMA/LGN/Gα
beim Menschen (Lechler und Fuchs, 2005), LIN-5/GPR-1/2/Gα in C. elegans (Siller und
Doe, 2009) und Mud/Pins/Gα in D. melanogaster (Du et al., 2001). Par(partitioning-
defective)-Proteine binden an die Ankerproteine und assoziieren mit Gα und LGN, die
wiederum die Rekrutierung von NuMA zum Zellcortex bewirken (Izumi et al., 2006).
In C.Elegans bindet der LIN-5/GPR-1/2/Gα-Komplex u¨ber das NuMA-Ortholog LIN-
5 an Dynein und nutzt dessen Motoraktivita¨t zur asymmetrischen Positionierung der
Spindel (Nguyen-Ngoc et al., 2007). Es wird vermutet, dass dieser Mechanismus dem
von Mensch und Fruchtﬂiege sehr a¨hnlich ist (Siller und Doe, 2009).
1.3.3 Nukleare Funktionen von Numa
Die Rolle von NuMA im Interphasenukleus ist weniger intensiv untersucht, als NuMAs
Funktionen wa¨hrend der Zellteilung und noch immer Gegenstand kontroverser Diskus-
sionen (U¨bersicht in Radulescu und Cleveland 2010). Aufgrund der hohen Kopienzahl
von NuMA, gescha¨tzt auf 0,2 bis 1,0 x 106 Kopien pro Nukleus (Compton et al., 1992),
seiner Unlo¨slichkeit in nichtionischen Detergenzien und Puﬀern mit hohem Salzgehalt
(Harborth et al., 1995; Kallajoki et al., 1991) und seiner Fa¨higkeit zur Ausbildung ﬁ-
lamento¨ser, den Nukleus ausfu¨llender Strukturen (Zeng et al., 1994b; Harborth et al.,
1999) wurde vorgeschlagen, dass NuMA strukturelle Komponente einer putativen Zell-
kernmatrix ist (Gueth-Hallonet et al., 1998; Yang et al., 1992). Dafu¨r sprechen auch
Experimente, die eine Beziehung zwischen NuMA-Gehalt und Morphologie des Nukleus
herstellen (Merdes und Cleveland, 1998). Dem gegenu¨ber steht die Vermutung, dass Nu-
MA, zumindest in einigen Zelltypen, nicht essentiell fu¨r die Struktur des Zellkerns ist
(Merdes und Cleveland, 1998) und lediglich im Zellkern bis zur na¨chsten Mitose zwi-
schengelagert wird, um NuMA-Mikrutubuli-Interaktionen wa¨hrend der Interphase zu
vermeiden (Taimen et al., 2004).
Es ist mo¨glich, dass NuMA auch an der dynamischen Organisation des Genoms (Abad
et al., 2007; Das et al., 1993; Gribbon et al., 2002); der transkriptionellen Aktivita¨t
der Zelle (Gribbon et al., 2002) oder dem Splicing von RNA beteiligt ist (Zeng et al.,
1994a), wobei keine dieser potentiellen Funktionen bisher schlu¨ssig demonstriert wurde.
Weiterhin zeigen mehrere Studien, dass NuMA eines der ersten Proteine ist, das zu Be-
ginn der Apoptose von Caspasen gespalten wird, wodurch die Auﬂo¨sung der normalen
Kernstruktur eingeleitet wird (Hsu und Yeh, 1996; Weaver et al., 1996; Taimen und
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Kallajoki, 2003).
1.4 Nukleares Myosin I (NMI), ein unkonventionelles
Motorprotein
Myosine sind eine große Superfamilie von Motorproteinen, die u¨ber Aktin-aktivierte
ATPase-Enzymaktivita¨t verfu¨gen. Wa¨hrend die Kopfdoma¨nen der Myosine hoch kon-
servierte Bereiche sind, ko¨nnen die Schwanzregionen sehr variabel sein. Sie bestimmen
die Funktion des jeweiligen Myosins, da sie die Transportsignale und Bindestellen fu¨r
Frachtproteine tragen.
Zytoplasmatisches Myosin I wurde zuerst von (Pollard und Korn, 1973) in Acanthamoeba
entdeckt. Die Namensgebung beruhte auf der Tatsache, dass Myosin I zwar Myosin II-
typische Eigenschaften, aber nur einem Myosin-Kopf besitzt. Myosin I wird auch
”
un-
konventionelles Myosin“ genannt, da dieses einko¨pﬁge Protein keine Filamente ausbildet,
wobei heute klar ist, dass in dieser Hinsicht die meisten Mitglieder der Myosinfamilie
als unkonventionell einzustufen sind. In Sa¨ugetieren ﬁnden sich große Mengen Myosin I
im Bu¨rstensaum resorbierender Gewebe, wo es mo¨glicherweise im Membrantransport
involviert ist (Durrbach et al., 2000). Es gilt auch als gesichert, dass Myosin I eine
Schlu¨sselrolle bei der Funktion der Haarsinneszellen einnimmt (Holt et al., 2002).
Der erste Bericht u¨ber eine nukleare Isoform, genannt nukleares Myosin I (NMI), wurde
von Nowak et al. 1997 publiziert. Wie die anderen Myosin I-Moleku¨le besteht NMI aus
einer einzigen schweren Kette und einem globula¨ren Kopf, der die konservierten Sequen-
zen notwendig fu¨r ATP-Hydrolyse und Aktinbindung tra¨gt. Zusa¨tzlich beﬁndet sich am
N-Terminus des Proteins eine Erweiterung von 16 Aminosa¨uren, die bisher an keinem
anderen Myosin gefunden wurde. Sie ist notwendig fu¨r NMIs Eintritt in den Zellkern
und/oder seine nukleare Retention (Pestic-Dragovich et al., 2000). Neben NMIs funktio-
neller Beteiligung an transkriptionellen Prozessen, die unabha¨ngig von Aktin ist, wurde
vor wenigen Jahren eine gemeinsame Funktion fu¨r NMI und Aktin im intranuklaren
Transport vorgeschlagen.
1.4.1 NMI und Transkription
In den 13 Jahren seit seiner Entdeckung haben sich die Beweise fu¨r eine essentielle Rolle
von NMI sowohl in der Transkription von ribosomalen Genen durch RNA-Polymerase I
(Pol I), als auch der Generation von mRNA-, snRNA- und microRNA-Vorla¨ufern durch
RNA-Polymerase II (Pol II)immer mehr verdichtet. NMI ist homogen u¨ber das Nukleo-





onsfaktore UBF und der Promo-
terselektivita¨tsfaktor SL1 binden
an den rDNA-Promoter und bilden
den Pra¨-Initiationskomplex. NMI,
gebunden an TIF-IA wird gleichzeitig
mit Pol I und assoziiertem Aktin zum
Pra¨-Initiationskomplex rekrutiert, um
einen produktivien Initiationskomplex
zu bilden. Schließlich bindet auch
der chromatin remodeling-Komplex,
vermittelt durch NMI, um die Pol I-
Bewegung durch das Chromatin zu
unterstu¨tzen. (aus Grummt 2006)
die Transkription ribosomaler Gene stattﬁndet (Nowak et al., 1997; Fomproix und Per-
cipalle, 2004; Kysela´ et al., 2005). Es wurde gezeigt, dass NMI physisch mit ribosomalen
RNA-Genen und der RNA-Polymerase assoziiert (Philimonenko et al., 2004). Im De-
tail wird die Assoziation mit Pol I durch NMIs Bindung an den Transkriptionsfaktor
TIF-IA vermittelt, dessen Bindung an die Polymerase fu¨r die Rekrutierung des gesam-
ten Komplexes zum rDNA-Promoter notwendig ist (Grummt, 2003; Yuan et al., 2002).
NMIs Mitwirkung ist essentiell fu¨r die Initiierung der Pol I-Transkription, es gibt jedoch
Hinweise darauf, dass sie auch in der Elongationsphase notwendig sein ko¨nnte (Phili-
monenko et al., 2004). Weitere Experimente zeigen, dass NMI an WSTF und SNF2h,
Komponenten des chromatin-remodeling-Komplexes WICH, bindet. Diese Interaktion
fu¨hrt zur Rekrutierung dieses Proteinkomplexes zur rDNA, scheint jedoch unabha¨ngig
von NMIs Aufgaben wa¨hrend der Transkription zu sein (Philimonenko et al., 2004).
NMIs Mitwirkung an der RNA-Polymerase II-Transkription ist weniger intensiv unter-
sucht, aber auch hier zeichnet sich eine entscheidende Beteiligung fu¨r NMI ab. Nukleares
Myosin I koimmunpra¨zipitiert mit der RNA-Polymerase II und kolokalisiert mit ihr in
vivo. Diese Kolokalisierung tritt nur wa¨hrend einer aktiven Transkription auf (Pestic-
Dragovich et al., 2000). Antiko¨rper gegen NMI inhibieren die Pol II-abha¨ngige Tran-
skription (Pestic-Dragovich et al., 2000).
Die Untersuchungen zur Transkription werfen auch ein neues Licht auf die Beziehung
zwischen Aktin und Myosin. Obwohl beide Proteine im Zytoplasma in der Regel zusam-
men arbeiten und Aktin an der Trankription der RNA-Polymerasen I, II und III beteiligt
ist (Grummt, 2006), scheinen Aktin und Myosin im Fall der Transkription voneinander
unabha¨ngig und ohne direkte Interaktion miteinander zu funktionieren.
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1.4.2 Nuklearer Transport durch einen Aktin-NMI-Komplex
Chuang et al. 2006 stellen in ihrer Publikation zum ersten Mal eine Rolle fu¨r einen nuklea-
ren Aktin-NMI-Komplex vor. Inaktive Chromosomregionen beﬁnden sich in der Regel
an der Peripherie des Nukleus und werden nach ihrer Aktivierung in die Nukleusmitte
transportiert. Dieser intranukleare Transport scheint ein aktiver und gezielter Prozess
zu sein, der auf der Interaktion und gemeinsamen Motorfunktion von Aktin und NMI
beruht (Chuang et al., 2006). Mo¨glicherweise kommt in diesem Komplex NMI unter
anderem die Aufgabe zu, DNA direkt u¨ber einen positiv geladenen Abschnitt seines
Schwanzes zu binden (Hofmann et al., 2006).
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1.5 Zielsetzung
Epidemiologische Studien haben einen eindeutigen Zusammenhang zwischen der Infek-
tion mit β-Papillomaviren und nicht-melanozyta¨rem Hautkrebs (NMSC), speziell mit
Plattenepithelkarzinomen (SC), hergestellt. Obwohl u¨ber die Existenz mo¨glicher Hoch-
risikotypen kein Konsensus herrscht, wird in manchen Studien ein erho¨htes Risiko fu¨r
NMSC mit den Typen HPV5 und HPV8 in Verbindung gebracht (Karagas et al., 2006;
Masini et al., 2003; Struijk et al., 2008). In Patienten mit Epidermodysplasia verruci-
formis sind Hauttumore fast ausschließlich mit HPV5 und HPV8 assoziiert (Pﬁster und
Schegget, 1997).
Die genauen Mechanismen der Karzinogenese durch β-HPV sind nicht bekannt. Es ist
inzwischen klar, dass sich der Prozess der durch 훼-HPV hervorgerufenen Malignisierung
beim Zervixkarzinom nicht auf die Entstehung von SCC u¨bertragen la¨sst. Die potenti-
ellen Onkogene E6 und E7 von β-HPV, in denen das Hauptpotential fu¨r die Transfor-
mation von Keratinozyten vermutet wird, unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Struktur
und ihrer biologischen Aktivita¨t von E6 und E7 der mukosalen Typen (Feltkamp et al.,
2008). Einige wenige der von β-HPV vera¨nderten zellula¨ren Prozesse wurden bisher auf-
gedeckt. Da davon ausgegangen wird, dass UV-Strahlung bei der Entstehung von NMSC
als Kokarzinogen beno¨tigt wird, wurde am gru¨ndlichsten untersucht, wie β-HPV die UV-
induzierte Apoptoseantwort verhindern kann. Die bisher beschriebenen Vorga¨nge sind
jedoch allein nicht ausreichend fu¨r eine Transformation. Es ist daher davon auszugehen,
dass bislang unbekannte zellula¨re Mechanismen und zellula¨re Interaktoren involviert
sind.
Das Ziel dieser Arbeit war, einen besseren Einblick in die molekularen Mechanismen
der β-HPV-vermittelten Entstehung von NMSC zu erhalten. Zu diesem Zweck sollte
nach neuen Interaktoren von E6 und E7 der HPV-Typen 5 und 8 gesucht werden. Fu¨r
ausgewa¨hlte Kandidaten sollte anschließend untersucht werden, auf welche Weise E6
oder E7 die Funktion dieser Interaktoren moduliert. Besonders Proteine mit funktionel-
ler Assoziation zu den Bereichen Zellzyklusregulierung und Diﬀerenzierung, genetische
Stabilita¨t und Apoptose waren im Hinblick auf Zelltransformation interessant.
2 Materialien
2.1 Chemikalien
Alle Chemikalien besaßen analytischen Reinheitsgrad und wurden, sofern nicht anders
erwa¨hnt, bei Merck (Darmstadt), Roche Diagnostics (Mannheim), Roth (Karlsruhe),
Serva (Heidelberg) oder Sigma-Aldrich (Mu¨nchen) bezogen.
2.2 Kits
CalPhos Mammalian Transfection Kit Clontech, Saint-Germain-en-
Laye (Frankreich)
Cell Line Nucleofector Kit R Lonza, Basel (Schweiz)
DC Protein Assay BioRad, Mu¨nchen
DetachKit PromoCell, Heidelberg
EndoFree Plasmid Maxi Kit QIAGEN, Hilden
RNeasy Mini Kit QIAGEN, Hilden




Western Lightning Plus–ECL PerkinElmer LAS, Rodgau -
Ju¨gesheim
Zuppy Plasmid Miniprep Kit Zymo Research, Freiburg
Zymoclean Gel DNA Recovery Kit Zymo Research, Freiburg
2.3 Enzyme
Restriktionsenzyme und DNA-modiﬁzierende Enzyme, sowie die dazugeho¨rigen Puﬀer
wurden bei MBI Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland) oder New England Biolabs












Covance, PRB-130P 1 mg/mL 1:200
IF,WB AU1 Maus, mono-
klonal, IgG1
Covance, MMS-130R 1 mg/mL IF, WB
1:1000




Upstate, 06-332 1 mg/mL 1:1000
WB, IP NuMA Maus, IgM BD Pharmingen, 610561 0, 25 mg/mL WB
1:250
WB NUMA Maus, IgG1 Calbiochem, Na08 0, 1 mg/mL WB, IF
1:100
WB, IF ﬂag Kaninchen,
polyclonal














Abcam, ab4448 1 mg/mL 1:1000
IF FUrd Maus, po-
lyklonal,
IgG
R. Voit, DKFZ - 1:1000
IP Maus, IgG Maus, Isotyp-
kontrolle
Invitrogen, 02-6502 2, 5 mg/mL IP
∗.... WB: Western Blotting, IF: Immunﬂuoreszenz, IP:Immunpra¨zipitation, FACS: Durchﬂusszytometrie
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Tabelle 4: sekunda¨re Antiko¨rper
Antiko¨rper Ursprung Firma Stocklo¨sung Verdu¨n-
nung
anti-Maus-IgG-HRP Ziege, polyklonal, anti-IgG Upstate,
12-349
1 mg/mL 1:10000
anti-Kaninchen-IgG-HRP Ziege, polyklonal, anti-IgG Upstate,
12-348
1 mg/mL 1:10000
anti-Maus-HPR Ziege, polyklonal, anti-IgM H. Zentgraf,
DKFZ
1 mg/mL 1:3000
anti-Maus-Alexa488 Ziege, polyklonal, anti-IgG Invitrogen,
A-11001
1 mg/mL 1:800
anti-Kaninchen-Alexa488 Ziege, polyklonal, anti-IgG Invitrogen,
A-11008
1 mg/mL 1:800
anti-Maus-Alexa594 Ziege, polyklonal, anti-IgG Invitrogen,
A-11005
1 mg/mL 1:800
anti-Kaninchen-Alexa594 Ziege, polyklonal, anti-IgG Invitrogen,
A-11012
1 mg/mL 1:800









pGEX4T3 - konstruiert fu¨r Expression von N-terminalen




- Expressionslevel: hoch (Aktivierung mit
IPTG)
- AmpR
- Gro¨ße: 4,9 kb




Fortsetzung auf na¨chster Seite...
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pGEX4T3-5E7 s.o. HPV5 E7 (∼300
bp
s.o.
pGEX4T3-8E6 s.o. HPV8 E6 (∼500
bp)
s.o.






























s.o. HPV5 E7 ∆79-83
(∼300 bp)
diese Arbeit
pLXSN - konstruiert fu¨r retroviralen Gentransfer
und Expression; entha¨lt abgewandelte Ele-
mente des Moloney Maus-Leuka¨mievirus





- Promoter: virale LTR
- NeoR, AmpR
- Gro¨ße: 5,9 kb
pLXSN-5E6E7 s.o. HPV5-E6E7 (∼770
bp)
diese Arbeit













Fortsetzung auf na¨chster Seite...
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pAS2-1 - konstruiert fu¨r Expression von
”
Bait“-
Proteinen als N-terminale Fusion mit der
GAL4-DNA-Bindedoma¨ne (aa 1-147); besitzt









- Gro¨ße: 8,4 kb
pAS2-1-5E6 s.o. HPV5 E6 (∼500
bp)
diese Arbeit
pAS2-1-5E7 s.o. HPV5 E7 (∼300
bp)
diese Arbeit
pCMV6-XL4/5 - Expressionsvektor fu¨r Sa¨ugetierzellen und
in vitro zellfreie Expression
- OriGene, Rock-
ville (USA)
- Promoter: CMV und T7
- AmpR
- Gro¨ße: 4,7 kb
pCMV6-XL5-
ANXA1









s.o. DEAF1 (2000 bp) s.o.
pCMV6-XL4-
FNBP4
s.o. FNBP4 (4200 bp) s.o.
pCMV6-XL5-
HSPA8








s.o. MYC-N (2600 bp) s.o.
Fortsetzung auf na¨chster Seite...
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s.o. MYO1C (4400 bp) s.o.
pCMV6-XL5-
SMAD3
s.o. SMAD3 (2737 bp) s.o.
pCMV6-XL5-
TSPO
s.o. TSPO (890 bp) s.o.




- Gro¨ße: 5,4 kb
pcDNA-5E7-AU1 s.o. E7-AU1 (∼300 bp) diese Arbeit
pcDNA-8E7-AU1 s.o. E7-AU1 (∼300 bp) diese Arbeit
pcDNA-NMI s.o. NMI-V5 (3300 bp) R. Voit, DKFZ
pCMV-SPORT-
ﬂag




- Gro¨ße: 4,4 kb
pCMV-SPORT-
5E6-3xﬂag
s.o. E6-ﬂag (∼500 bp) diese Arbeit
pCMV-SPORT-
5E7-3xﬂag
s.o. E7-ﬂag (∼300 bp) diese Arbeit
pCMV-SPORT-
8E6-3xﬂag
s.o. E6-ﬂag (∼500 bp) diese Arbeit
pCMV-SPORT-
8E7-3xﬂag
s.o. E7-ﬂag (∼300 bp) diese Arbeit
pCMV-SPORT-
16E7-3xﬂag
s.o. E7-ﬂag (∼300 bp) diese Arbeit
pGem3-Hr - Klonierungsvektor, Transription humaner rDNA
Promoter und 5’
der CDS (240 bp)
R. Voit, DKFZ
- Derivat von pUC19
- Promoter: T7 und SP6
- AmpR
Fortsetzung auf na¨chster Seite...
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- Gro¨ße: 2,87 kb
pGem-b-Aktin s.o. β-Aktin, 5’-Region
der CDS (500 bp)
R. Voit, DKFZ












Tabelle 6: Primer fu¨r Klonierung in Expressionsvektoren
Vektor/Gen Sequenz 5’-3’ Tm RE
pAS2-1- F CCCATGGCAATGGCTGAGGGAGC 55 ∘C NcoI
HPV 5E6 R CGTCGACGGTGACCTCTTTACCAATC SalI
pAS2-1- F CCCATGGTCATGATTGGTAAAGAGGTCA 57 ∘C NcoI
HPV 5E7 R CGTCGACCTACCTTTAGAATTAGGATCC SalI
pLXSN- F CGTTAACATGGCTGAGGGAGCCG 54 ∘C HpaI
HPV 5E6/E7 R CCTCGAGCTACCTTTAGAATTAGGATC XhoI
pLXSN- F CGAATTCATGGACGGGCAGGACAA 59 ∘C EcoRI
HPV 8E6/E7 R CGGATCCCCCTTCTTTAGATGTAC BamHI








Tm: Hybridisierungstemperatur der PCR, RE: Restriktionsenzym, F: forward, R: reverse









2.6 Bakterien und eukaryontische Zellen
2.6.1 Bakteriensta¨mme (E.coli)
Stamm Beschreibung Quelle
Dh5α fhuA2 ∆(argF-lacZ)U169 phoA glnV44 Φ80 ∆(lacZ)M15
gyrA96 recA1 relA1 endA1 thi-1 hsdR17
Invitrogen,
Karlsruhe
HB101α hsd20(rB-, mB-), recA13, rpsL20, leu, proA2 Invitrogen,
Karlsruhe
MACH1 F- ∆ lacX74 hsdR(rk
- mk
+) ∆ rec1398 endA1 tonA Invitrogen,
Karlsruhe
2.6.2 Hefesta¨mme (S. cerevisiae)
Stamm Beschreibung Quelle
Y187 MATα, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901, leu2-3, 112,




CG1945 MATa Gal4-542 Gal80-538 ade2-101 His3-200 Leu2-3,-112






2.6.3 Zelllinien und prima¨re humane Zellen
Bezeichnung Organismus Medium Beschreibung Quelle
(2.7.3)
HEK 293T Homo Sapiens 2 - immortalisierte embryonale Le-
berzellen, transformiert mit Ade-
novirus 5 DNA, Insertion des tem-









Phoenix-Ampho Homo Sapiens 2 - Variante der 239T-Zelllinie,
konstruiert fu¨r Retrovirus-
-Produktion, stabile Ex-
pression der Moloney Maus-
Leuka¨mieretrovirus(MoMuLV)-




NHEK Homo Sapiens 3 - prima¨re Keratinozyten, gewon-










2.7 Medien und Zusa¨tze
2.7.1 Medien fu¨r Bakterienkultur
LB-Medium 10 g Bakto-Trypton
(Luria Bertani) 5 g Hefeextrakt
5 g NaCl
fu¨r Selektion: 0,1 mg/L Ampicillin oder 25 µg/mL Kanamycin
mit ddH2O auf 1 L auﬀu¨llen
LB-Agar LB-Medium
1,5% (w/v) Bakto-Agar
fu¨r Selektion: 0,1 mg/L Ampicillin oder 25 µg/mL Kanamycin
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2.7.2 Medien fu¨r Kultur von Hefen
YPD-Medium 20 g Difco-Trypton
10 g Hefeextrakt
20 g/L Agar (nur fu¨r Festmedium)
mit ddH2O auf 950 mL auﬀu¨llen, pH auf 5,8 einstellen,
autoklavieren, auf ∼55 ∘C abku¨hlen. Pro Liter 50 mL
sterile 40% Dextroselo¨sung zugeben.




20 g/L Agar (nur fu¨r Festmedium)
mit ddH2O auf 950 mL auﬀu¨llen, pH auf 5,8 einstellen,
autoklavieren, auf ∼55 ∘C abku¨hlen. Pro Liter 50 mL
sterile 40% Dextroselo¨sung zugeben.
SD-Medium 6, 7 g Hefe-Stickstoﬀ-Base (ohne Aminosa¨uren) (Clon-
tech, Saint-Germain-en-Laye (Frankreich)
20 g/L Agar (nur fu¨r Festmedium)
mit ddH2O auf 850 mL auﬀu¨llen
100 mL 10x Dropout-Lo¨sung zugeben
pH auf 5,8 einstellen, autoklavieren, auf ∼55 ∘C
abku¨hlen. Pro Liter 50 mL sterile 40% Dextroselo¨sung
zugeben.
- 1 M 3AT-Lo¨sung bis zur gewa¨hlten Konzentration
(nur fu¨r Screening)
- 50 µM 4-Methylumbelliferyl-α-D-Galactosid (nur fu¨r
Screening)





(alle Clontech, Saint-Germain-en-Laye (Frankreich)
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2.7.3 Medien fu¨r Zellkultur
1. DMEM DMEM / 2 mM L-Gln
10% FCS
1% Penicillin/Streptomycin-Lo¨sung
2. DMEM+ DMEM /4, 5 g/L Glc/ 2 mM L-Gln
10% FCS
1% Penicillin/Streptomycin-Lo¨sung






2.7.4 Zusa¨tze fu¨r Kulturmedien
Ampicillin, Chloroquin, DMSO, Geneticin (G418), IPTG, Nocodazol, Polybren (Merck,
Darmstadt); DMEM, Trypsin (Sigma-Aldrich, Mu¨nchen); FCS (PAN Biotech, Aiden-




6x Probenpuﬀer 0,25 % Bromphenolblau oder Xylenxyanol
40 % Saccharose
1x TAE 40 mM Tris
5 mM Natriumacetat
1 mM EDTA
Agarosegel (1%) 1% (w/v) Agarose




10x MOPS-Puﬀer 200 mM MOPS
50 mM Natriumacetat
10 mM EDTA
mit NaOH pH 7,0 einstellen.
7x Probenpuﬀer 100 µL Formamid
40 µL Formaldehyd
20 µL 10x MOPS
1 µL Ethidiumbromid (10 mg/mL)
Agarosegel (1%) 1% (w/v) Agarose
in 108 mL ddH2O auﬂo¨sen,
nach Abku¨hlen 12 mL 10x MOPS-Puﬀer zuge-
ben.
20xSSC 3 M NaCl
0,3 M Trinatriumcitrat
pH auf 7,3 einstellen.
Transkriptions-stop-Puﬀer 400 mM Ammoniumacetat, pH 5,5
0,4% SDS
0, 2 mg/mL Hefe-tRNA
100x Denhardt’s-Lo¨sung 10 g Ficoll 400
10 g Polyvinylpyrrolidon
10 g BSA
mit ddH2O auf 500 mL auﬀu¨llen.
H-Mix 50% Formamid
5x SSC
50 mM Natriumphosphat, pH 6,5
8x Denhardt’s-Lo¨sung




E1A-Puﬀer 250 mM NaCl
0,1% Triton-X-100
50 mM HEPES (pH 7,4)
10 mM MgCl2
mit ddH2O auﬀu¨llen, pH 7,0 einstellen.
Puﬀer bei 4∘C lagern, vor Gebrauch Inhibito-
ren zugeben:
Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets
2 mM NaOV
2 mM NaF
Puﬀer L 40 mM Tris (pH 8,0)
200 mM NaOH
1 mM EDTA (pH 8,0)
4,3% Glycerin
5 mM DTT
Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche)
Protein-Gelelektrophorese:
NUPAGE LDS Sample Buﬀer Invitrogen, Karlsruhe
NUPAGE 10x Reducing Agent Invitrogen, Karlsruhe
NUPAGE MOPS-SDS-Puﬀer Invitrogen, Karlsruhe
NUPAGE Antioxidant Invitrogen, Karlsruhe






TGS 30, 3 g Tris
144 g Glycin
10 g SDS
mit ddH2O auf 1 L auﬀu¨llen.
Sammelgel (4,5%) 1, 5 mL 30% Acrylamid/ 0,8% Bisacrylamid
1, 25 mL 1M Tris/HCl, pH 6,8
7, 0 mL ddH2O
100 µL 10% SDS
100 µL 10% APS
15 µL TEMED
Trenngel (10%) 10 mL 30% Acrylamid/ 0,8% Bisacrylamid
11, 25 mL 1M Tris/HCl, pH 8,8
8, 15 mL ddH2O
300 µL 10% SDS
200 µL 10% APS
15 µL TEMED
Western Blotting:
Anoden-Lo¨sung I 200 mL MeOH
36, 4 g Tris
mit ddH2O auf 1 L auﬀu¨llen
Anoden-Lo¨sung II 200 mL MeOH
3 g Tris
mit ddH2O auf 1 L auﬀu¨llen
Kathoden-Lo¨sung 200 mL MeOH
5, 2 g DL-Norleucin
mit ddH2O auf 1 L auﬀu¨llen
Blockpuﬀer 5% Magermilch in TBS-T
TBS-T 0,1% Tween-20 in TBS
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Stripp-Puﬀer 100 mM β-Mercaptoethanol
2% SDS
62,5 mM Tris-HCl pH 6,7
Yeast-two-Hybrid-Screening:
10x TE 100 mM Tris-HCl
10 mM EDTA
mit ddH2O auﬀu¨llen, pH 7,5 einstellen, auto-
klavieren
10x LiAc 1 M LiAc, pH 7,5 mit verdu¨nnter Essigsa¨ure
einstellen, autoklavieren
1x TE/LiAc je 1 ml 10x TE und 10x LiAc auf 10 mL
verdu¨nnen, frisch herstellen!
PEG/LiAc 80 mL 50% PEG-4000 (autoklaviert)
10 mL 10x LiAc
10 mL 10x TE
GST-Pulldown und Immunpra¨zipitation:













3% PFA 0, 9 g PFA in
30 mL PBS im Wasserbad bei 50 ∘C auﬂo¨sen.
pH-Wert u¨berpru¨fen (soll bei 7,4 liegen)
durch einen 0, 2 µm-Filter ﬁltrieren, maximal
eine Woche bei 4 ∘C aufbewahren.
Permeabilisierungslo¨sung 0,1% Triton X-100
0,1% Natriumdeoxycholat
in PBS lo¨sen, bei RT lagern.
10% NGS 5 mL Normales Ziegenserum (NGS), hitzeinak-
tiviert
in 45 mL TBS verdu¨nnen, sterilﬁltrieren, bei
−20 ∘C lagern.
1% BSA 0, 1 g Rinderserumalbumin (BSA)
in 10 mL TBS verdu¨nnen, maximal 4 Tage bei
4 ∘C lagern.
Durchﬂusszytometrie:
PI-Fa¨rbelo¨sung 100 mL 0,1% (v/v) Triton X-100 in PBS
20 mg DNase-freie RNase A
2 mg Propidiumiodid
bei 4 ∘C bis zu zwei Wochen im Dunkeln lager-
bar.
PBS-T/BSA 0,5% (v/v) Tween-20 in PBS
0,05% (w/v) BSA
weitere:





TBS 0,5 M Tris
9% NaCl




3X ﬂag-Peptid Sigma Aldrich, Mu¨nchen
Anti-ﬂag M2 Aﬃnity Gel Sigma Aldrich, Mu¨nchen
Chemilumineszenzﬁlm (Hyperﬁlm ECL) Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Complete Protease Inhibitor Cocktail Ta-
blets
Roche Diagnostics, Mannheim
Deckgla¨ser (Glas) Migge, Heidelberg
Einfrierbox fu¨r Zellen Nalgene, Rochester (U.S.A.)
Elektroporationsku¨vetten Invitrogen, Karlsruhe
Fluoprep Eindeckmedium BioMerieux, Marcy l’Etiole (Frankreich)
Glutathion-Sepharose4B GE Healthcare, Uppsala (Schweden)
Kanu¨len BD, Heidelberg
Kryo-Ro¨hrchen Nalgene, Rochester (U.S.A.)
Nylonmembran (Hybond N+) Amersham/GE Healthcare, Freiburg
Objekttra¨ger Langenbrinck, Emmendingen
Paraﬁlm American National Can, Chicago (U.S.A)
Pasteurpipetten WU, Mainz
Petrischalen Greiner (Frickenhausen)




Pipettenspitzen gestopft AGS (Heidelberg)
Plastikku¨vetten Greiner (Frickenhausen)
Plastikro¨hrchen 15 mL Sarstedt (Numbrecht)
Plastikrohrchen 50 mL Greiner (Frickenhausen)
Protein-G-Sepharose
PVDF-Membran (Immobilion-P 0, 45 µm) Millipore (Eschborn)
Quarzku¨vetten Migge (Heidelberg)
Qiashredder Qiagen (Hilden)
Reaktionsgefa¨ße (0,5 mL; 1,5 mL; 2,0 mL) Eppendorf, Hamburg
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Bezeichnung Hersteller
Smart Ladder Eurogentec (Seraing, Belgien)
Skalpelle Bayha (Tuttlingen)
Spritzen Terumo, Leuven (Belgien)
Sterilﬁlter (xxxx Porengro¨ße) Millipore (Eschborn)
Whatman-Filterpapier 1, 5 mm Whatman, Dassel
Zellkulturschalen ø 10 cm Greiner (Frickenhausen)
Zellkulturschalen ø 15 cm Greiner (Frickenhausen)
Zellkulturschalen 6er well TPP, Schweiz





Analysenwaage GT 410 NeoLab, Heidelberg
Bakterienschu¨ttler TR 125 Infors, Bottmingen (Schweiz)
Blotkammer TransBlot SD BioRad, Mu¨nchen
Brutschrank Labotect, Go¨ttingen
Durchﬂusszytometer FACSCalibur BD Biosciences, San Jose
(USA)
Elektroporationsgera¨te: Gene Pulser II BioRad, Mu¨nchen
Amaxa Nucleofector Lonza, Basel (Schweiz)
Elektrophorese-Netzgera¨t PowerPac 1000 BioRad, Mu¨nchen
Entwicklermaschine AGFA Classic E.O.S. AGFA, Ko¨ln
French-Press
Mikroskope: Zeiss LSM 710 ConfoCor 3 Carl Zeiss AG, Oberkochen
Leica TCS SP Leica Microsystems, Wetzlar
pH-Meter PB-11 Sartorius, Go¨ttingen
PCR-Maschine MJ Mini BioRad, Mu¨nchen
Rotator fu¨r Probero¨hrchen 34528 Snijders, Tilburg (Niederlan-
de)





Spektrometer: Nanodrop ND-1000 Thermo Scientiﬁc, Wilming-
ton (USA)
Ultrospec 3100 pro Amersham Biosciences, Frei-
burg
Sterile Werkbank BSB 4A Gelaire Flow Laboratories,
Opera (Italien)
Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg
UV-Crosslinker Stratalinker Stratagene, La Jolla (USA)
Vortexer REAX 1 DR Heidolph, Schwabach
Za¨hlkammer Neubauer Migge, Heidelberg









Minizentrifuge (MZ) Eppendorf, Hamburg
3 Methoden
3.1 Mikrobiologische Methoden
3.1.1 Kultur und Lagerung von Bakterien
Die Bakterien wurden in Flu¨ssigkultur in LB-Na¨hrmedium oder auf LB-haltigen Agar-
platten bei 37 ∘C kultiviert (2.7.1). Je nach Anwendung wurden Selektionsantibiotika
zugesetzt. Einzelne Klone wurden durch Ausstreichen auf Agarplatten mit einem Dri-
galskispatel erhalten. Fu¨r die Flu¨ssigkulturen wurde das entsprechende Medium mit
einer Einzelkolonie von einer Agarplatte oder aus einem Glycerinstock angeimpft und
bei 37 ∘C auf einem Schu¨ttler kultiviert. Zur Langzeitlagerung der Bakterien wurden
Glycerinstocks angelegt: 0, 6 mL einer Flu¨ssigkultur wurden mit 0, 4 mL 86%igem Gly-
cerin gemischt und sofort bei −20 ∘C eingefroren.
3.1.2 Herstellung elektrokompetenter Bakterien
500 mL LB-Medium wurden mit 15 mL U¨bernachtkultur inokuliert und bis zu einer
OD600nm von 0,5 - 0,7 wachsen gelassen. Die Kultur wurde 15 min zum Abku¨hlen auf
Eis gestellt und in einem auf 4 ∘C vorgeku¨hlten SLA3000-Rotor 5 min bei 6000 xg abzen-
trifugiert. Das Pellet wurde zuerst einmal mit 500 mL eiskaltem ddH2O und anschließend
zweimal mit 20 mL 10% eiskaltem Glycerin gewaschen. Zum Schluss wurden die Bakteri-
en in 2, 5 mL 10% eiskaltem Glycerin resuspendiert und in 40 µL-Portionen in ﬂu¨ssigem
Stickstoﬀ schockgefroren. Die Aliquote wurden bis zu 8 Monaten bei −80 ∘C gelagert.
3.1.3 Transformation von Bakterien durch Elektroporation
40 µL elektrokompetente Bakterien wurden langsam auf Eis aufgetaut, mit bis zu 200 ng
Plasmid-DNA bzw. 1-2 µL Ligationsansatz gemischt und in eine vorgeku¨hlte Elektro-
porationsku¨vette u¨berfu¨hrt. Die Transformation wurde bei 2, 5 kV, 25 µF und einem
Widerstand von 200 Ω durchgefu¨hrt. Die Bakterien wurden daraufhin in 1 mL 37 ∘C-
warmem anitbiotikafreiem LB-Medium aufgenommen und eine Stunde bei 37 ∘C inku-





3.2.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien
Je nach Gro¨ße des Ansatzes wurden zur Aufreinigung von Plasmid-DNA das Zuppy
Plasmid Miniprep Kit (Zymo Research) oder das QIAGEN EndoFree Plasmid Ma-
xi Kit nach Herstellervorschrift verwendet. Fu¨r Mini-Pra¨parationen wurden 1, 5 mL
U¨bernachtkultur verwendet, fu¨r Maxi-Pra¨parationen 500 mL.
3.2.2 Isolierung von RNA aus humanen Zellen
Fu¨r die Isolierung von RNA wurde das RNeasy Mini Kit (QIAGEN) nach den Angaben
des Herstellers verwendet.
3.2.3 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA
Reinheit und Konzentration von Nukleinsa¨uren wurden photometrisch anhand der Ex-
tinktion bei den Wellenla¨ngen λ=260 nm und λ=280 nm mit dem Nanodrop ND-1000
bestimmt. Die Konzentration wird nach den folgenden Gleichungen berechnet:
DNA (doppelstra¨ngig) = E260 x 50 µg/mL (x Verdu¨nnungsfaktor)
DNA (einzelstra¨ngig) = E260 x 40 µg/mL (x Verdu¨nnungsfaktor)
RNA = E260 x 40 µg/mL (x Verdu¨nnungsfaktor)
Die Reinheit der DNA wird von dem Quotienten E260/E280 abgelesen und sollte zwischen
1,8 und 2,0 liegen.
3.2.4 Agarosegelelektrophorese
3.2.4.1 Agarosegelelektrophorese von DNA
Agarosegelelektrophorese wurde zur Analyse und Pra¨paration (3.2.5) von DNA ange-
wendet. Der Agarosegehalt der Gele richtete sich nach der Gro¨ße der zu trennenden
Fragmente und variierte zwischen 0,8% (w/v) und 1,5% (w/v). Die entsprechende Aga-
rosemenge wurde mit 1x TAE-Puﬀer in der Mikrowelle bis zur Homogenita¨t aufgekocht,
nach dem Abku¨hlen auf etwa 60 ∘C mit 0, 3 µg/mL Ethidiumbromid versetzt und in
eine Gelkammer mit Gelkamm gegossen. Die DNA-Proben wurden mit Probenpuﬀer
gemischt, kurz zentrifugiert (MZ, RT) und nach dem Erstarren des Gels aufgetragen.
Als Gro¨ßenstandard wurde 100 bp oder 1 kb DNA ladder (NEBiolabs, Frankfurt am
Main) eingesetzt. Die Elektrophorese wurde je nach Gro¨ße des Gels bei 80− 120 V und
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1x TAE als Laufpuﬀer durchgefu¨hrt. Die Auftrennung der DNA-Banden wurde anhand
des interkalierten Ethidiumbromids unter UV-Licht (312 nm) u¨berpru¨ft.
3.2.4.2 Agarosegelelektrophorese von RNA
Zur Vorbereitung der Northern Blots wurde die aus humanen Zellen extrahierte RNA
(Abschnitt 3.2.2) auf Agarosegelen aufgetrennt. Dafu¨r wurden 1%ige MOPS-Agarosegele
verwendet. Fu¨r ein Gel von 120 mL wurden 1, 2 g Agarose in 108 mL ddH2O in der
Mikrowelle bis zur Homogenita¨t aufgekocht und nach dem Abku¨hlen mit 12 mL 10x
MOPS-Puﬀer abgepuﬀert. Das Gel wurde in einer Gelkammer mit Probenkamm erstar-
ren gelassen. Die RNA wurde mit ddH2O auf ein Volumen von 18 µL verdu¨nnt und
mit 3 µL 7x Probenpuﬀer versetzt. Anschließend wurden die Proben 15 min auf 65 ∘C
erhitzt, auf Eis abgeku¨hlt und auf das Gel geladen. Der Lauf wurde bei 50− 200 V in 1x
MOPS-Puﬀer durchgefu¨hrt. Die Gele wurde zur Kontrolle der RNA-Qualita¨t auf dem
UV-Tisch photograﬁert.
3.2.5 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegel
Fu¨r Klonierungen wurden DNA-Fragmente durch Agarosegelelektrophorese gereinigt.
Die Banden wurden mit einem Skalpell aus dem Gel geschnitten und mit Hilfe des
Zymoclean Gel DNA Recovery Kits nach Herstellerprotokoll eluiert.
3.2.6 Enzymatisches Schneiden von DNA (Restriktion)
Die DNA wurde mit einem oder mehreren Enzymen nach Herstellerprotokoll im ge-
eigneten Puﬀer bei der empfohlenen Temperatur (in der Regel 37 ∘C 1-4 h) inkubiert.
Um einen vollsta¨ndigen Verdau zu erreichen, wurden die Enzyme stets im U¨berschuss
eingesetzt, wobei darauf geachtet wurde, dass die Glyzerinkonzentration im Reaktions-
ansatz 5% nicht u¨berschritt. Die Restriktionsenzyme wurden durch Erhitzen auf 65 ∘C
in 20 min hitzeinaktiviert. Der Verdau wurde durch Agarosegelelektrophorese u¨berpru¨ft.
Restriktionsansatz: 1-5 µg DNA
5 µL 10x Enzympuﬀer
5-10 U Restriktionsenzym
mit ddH2O auf 50 µL auﬀu¨llen.
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3.2.7 Klonierung von DNA-Fragmenten
Die zu klonierenden DNA-Fragmente wurden zuna¨chst mittels PCR aus dem entspre-
chenden Originalvektor kopiert (3.2.7.1), dabei wurden beidseitig geeignete Restriktions-
stellen eingefu¨gt. PCR-Produkt und Zielvektor wurden mit den jeweiligen Restriktions-
endonukleasen geschnitten, um kompatible Enden herzustellen (3.2.6), auf einem Aga-
rosegel aufgetrennt (3.2.4.1) und aus diesem isoliert (3.2.5). Durch Ligation wurde das
DNA-Fragment in den geo¨ﬀneten Vektor eingefu¨gt (3.2.7.2). Das Ligationsprodukt wur-
de in kompetente E.coli-Zellen (Mach1 oder HB101) transformiert (3.1.3), vervielfa¨ltigt,
extrahiert (3.2.1) und schließlich von GATC Biotech AG (Konstanz) sequenziert, um
PCR-Fehler auszuschließen.
3.2.7.1 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)
Geeignete Primerpaare fu¨r die Ampliﬁkation der ORFs von E6 und E7 wurden mit Hilfe
des open source-Programms Perlprimer (Marshall, 2004) entworfen. Das optimale PCR-
Programm wurde experimentell unter Ausnutzung der Temperaturgradientenfunktion
des PCR MJ Mini Personal Thermal Cycler (BioRad, Mu¨nchen) ermittelt.
PCR-Ansatz: 0,05-1 ng Plasmid-DNA
5 µL 10x PCR-Puﬀer (Fermentas)
0,2 mM dNTPs (Fermentas)
1 mM MgCl2 (Fermentas)
1 µL Forward-Primer (10 µM)
1 µL Reverse-Primer (10 µM)
mit ddH2O auf 49, 5 µL auﬀu¨llen.
0, 5 µL Taq Polymerase (Fermentas)
Standard-Programm: Vor-Denaturierung 3 min bei 95 ∘C 1x
Denaturierung 30 s bei 95 ∘C
30xPrimerhybridisierung 30 s bei THybr
*
Elongation 30 s(+1 s/Zyklus) bei 72 ∘C
Finale Elongation 5 min bei 72 ∘C 1x
*... Hybridisierungstemperatur abha¨ngig vom Primer
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3.2.7.2 Ligation von DNA-Fragmenten
Im Ligationsansatz wurden 100 ng linearisierter Vektor mit dem DNA-Fragment in ei-
nem molaren Verha¨ltnis von 1:3 bis 1:8 gemischt und mit T4-DNA-Ligase inkubiert.
Die Gesamtmenge DNA sollte dabei nicht mehr als 200 ng betragen. Fu¨r die Ligation
koha¨siver Enden wurde u¨ber Nacht bei 16 ∘C inkubiert, bei glatten Enden erfolgte die
Reaktion fu¨r 2 h bei RT. Das ligierte Plasmid wurde anschließend durch Elektroporation
in kompetente Bakterien eingebracht (3.1.3).
Ligationsansatz: 100 ng Vektor-DNA
x ng Fragment-DNA
2 µL 10x Ligationspuﬀer
1 µL (400 CEU) T4-DNA-Ligase
mit ddH2O auf 20 µL auﬀu¨llen.
3.2.8 Northern Blotting zur Analyse der Transkription ribosomaler
RNA
3.2.8.1 Northern Blotting und Fixierung
RNA aus NHEK oder rDNA-Genreporter-Plasmid co-transﬁzierten 293T wurde auf
MOPS-Agarosegelen (Abschnitt 3.2.4.2) getrennt und durch Northern Blotting u¨ber
Nacht bei RT durch Kapillarkra¨fte auf eine Nylonmembran u¨berfu¨hrt. Als Transferpuﬀer
wurde 20x SSC-Puﬀer verwendet. Der Aufbau fu¨r den Transfer erfolgte nach folgendem
Schema:
Bleiplatte
4− 5 cm Papiertu¨cher
2x Filterpapier (getra¨nkt in 2xSSC)
Membran (Nylon)
Paraﬁlm (zum Abdichten der Ra¨nder)
Gel (Unterseite nach oben)
1 Filterpapierstreifen (Enden tauchen in Transferlo¨sung)
Glasplatte
Reservoir mit Transferlo¨sung (20x SSC)
Nach dem Transfer wurde die Membran kurz mit 2x SSC gespu¨lt und die RNA durch
UV-Bestrahlung (3x 120 Joule (Autocrosslink Mode), Stratalinker) an die Membran
gebunden.
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3.2.8.2 Herstellung der antisense-Ribosonden fu¨r pra¨-rRNA und beta-Actin
Ribosonden sind RNA-Sonden, die durch in-vitro-Transkription von DNA, die in geeig-
nete Plasmide unterhalb von viralen Promotern (hier T7-Promoter) kloniert ist, herge-
stellt werden. Unter Verwendung der T7-RNA-Polymerase wurden die 32P-markierten
Riboproben wie folgt generiert.
Reaktionsansatz: 2 µL 3,3 mM ATP/CTP/GTP-Mix
1, 5 µL 0,2 M DTT
4 µL 5x Tx-Reaktionspuﬀer (Stratagene)
4 µL 32P-UTP (40µCi)
500 ng pGem3-Hr (pra¨-rRNA) oder pGem3-b-Aktin, linearisiert
1 µL RNasin (10 U, Promega)
1 µL T7-RNA-Polymerase (10 U, Stratagene)
mit ddH2O auf 20 µL auﬀu¨llen.
Der Ansatz wurde 1 h bei 37 ∘C im Thermomixer inkubiert. Danach wurden 26 µL
ddH2O, 3 µL 10x DNaseI-Puﬀer und 1 µL RNase-freie DNaseI (10 U, Roche) zugegeben,
um die DNA-Vorlage 15 min bei 37 ∘C zu verdauen. Die Reaktion wurde durch Zugabe
von 50 µL Transkriptions-stop-Puﬀer beendet. Die RNA-Sonden wurden mit Phenol-
Chloroform extrahiert und 15− 30 min bei −80 ∘C mit Ethanol pra¨zipitiert. Nach 20-
minu¨tiger Zentrifugation bei 14 000 Upm (TZ, 4 ∘C) wurde das Pellet luftgetrocknet
und in 100 µL ddH2O aufgenommen.
3.2.8.3 Hybridisierung
Nach der UV-Behandlung wurde die Membran-gebundene RNA mit den 32P-markierten
Ribosonden hybridisiert. Die Membran wurde dafu¨r zuerst in 2x SSC-Puﬀer angefeuch-
tet und in einem Hybridisierungsro¨hrchen mit 10 mL vorgewa¨rmtem H-Mix mindestens
2 h bei 68 ∘C vorhybridisiert. Die Vorhybridisierungslo¨sung wurde danach entfernt und
durch 30 µL Riboprobe, verdu¨nnt in 10 mL vorgewa¨rmtem H-Mix, ersetzt und der Blot
wurde 16 h bei 68 ∘C hybridisiert. Anschließend wurde die Membran dreimal 10 min in
0,2x SSC/0,1% SDS bei 68− 70 ∘C gewaschen.
Transkripte des rDNA-Gen-Reporterplasmids pHrP2-BH, sowie endogene pra¨-rRNA
wurden mit der pra¨-rRNA-Ribosonde detektiert. Anschließend wurden die Membranen




3.3.1 Herstellung von Proteinextrakten
3.3.1.1 E1A-Extrakte
Fu¨r die Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen durch GST-Pulldown oder Ko-
immunpra¨zipitation wurden SDS-freie Puﬀer verwendet, die insgesamt einen geringen
Gehalt an Detergenzien besitzen, um die denaturierende Wirkung dieser Substanzen auf
die Proteinstruktur zu minimieren.
Die zu extrahierenden adha¨renten Zellen wurden bis zu einer Konﬂuenz von etwa 90%
kultiviert. Zum Entfernen von Medium und abgelo¨sten Zellen wurde zweimal mit kal-
tem PBS gewaschen, die Kulturschalen wurden dabei auf Eis geku¨hlt, um proteoly-
tische Prozesse einzuschra¨nken. Danach wurde eiskalter E1A-Puﬀer (500 µL pro 10cm-
Kulturschale) auf die Schalen gegeben. Nach einer Inkubation von 20 min auf Eis wurden
die Zellen abgekratzt und mehrmals durch eine G21-Nadel passiert. Das Lysat wurde
zweimal fu¨r 1 min bei 14000 Upm (TZ) durch eine QIAshredder-Sa¨ule zentrifugiert,
um die enthaltene zellula¨re DNA zu scheren. Wenn Zellextrakte von mehreren Zellkul-
turschalen gepoolt werden mussten, wurde die DNA in einem 30-minu¨tigen Zentrifu-
gationsschritt bei 14000 Upm und 4 ∘C pelletiert, woraufhin die U¨bersta¨nde vereinigt
wurden. Fu¨r die Proteinkonzentrationsbestimmung (3.3.2) wurden 5-10 µL des Lysats
entnommen. E1A-Extrakte wurden aufgrund ihrer geringen Stabilita¨t meist direkt wei-
terverarbeitet und nur in seltenen Fa¨llen bei −80 ∘C eingefroren.
3.3.1.2 SDS-Extrakte
Eine schnelle und einfache Methode zur Herstellung von Ganzzellproteinextrakten ist
das Lysieren der Zellen mit heißer 1%iger SDS-Lo¨sung. SDS-Extrakte sind stabiler ge-
genu¨ber wiederholtem Einfrieren und Auftauen und durch den hohen Gehalt an SDS
werden fast alle zellula¨ren Proteine gelo¨st und denaturiert. Sie eignen sich jedoch nicht
fu¨r Interaktionsstudien, da diese einen mo¨glichst nativen Zustand der Proteine voraus-
setzen.
Nach zweimaligem Waschen mit kaltem PBS wurden die Zellen mit einer entsprechenden
Menge 95 ∘C heißer 1%iger SDS-Lo¨sung lysiert. Fu¨r eine konﬂuente 10cm-Zellkulturplatte
wurden in der Regel 500 µL verwendet, fu¨r 6well-Kulturschalen je 200 µL per well. Nach
dem Abschaben der Zellen wurde das Lysat zweimal fu¨r 1 min bei 14000 Upm (TZ) durch
eine QIAshredder-Sa¨ule zentrifugiert, um die enthaltene zellula¨re DNA zu scheren. Zur
Proteinkonzentrationsbestimmung (3.3.2) wurden 5 oder 10 µL des Lysats entnommen,
der Rest wurde bei −80 ∘C eingefroren.
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3.3.2 Proteinkonzentrationsbestimmung
Die Konzentration von Proteinextrakten wurde mit dem Bio-Rad DC Protein Assay
bestimmt. Basierend auf der zweistuﬁgen Folin-Reaktion nach Lowry (Lowry et al.,
1951), werden mit diesem Assay zuerst die Peptidbindungen in alkalischer Lo¨sung mit
Kupfer(II)-Ionen komplexiert. In einem zweiten Schritt erfolgt die Reduktion der Kup-
ferionen, die wiederum das Folin-Reagenz reduzieren. Diese Reaktion erfolgt vorrangig
u¨ber die Tyrosin- und Tryptophanreste und es entsteht ein intensiv blauer Farbstoﬀ mit
einem Absorptionsmaximum bei 750 nm.
Per Probe wurden 5 oder 10 µL Extrakt mit ddH2O auf 45 µL aufgefu¨llt und mit einer
Mischung aus 5 µL Lo¨sung S und 250 µL Lo¨sung A versetzt. Die Farbreaktion wurde
durch Zugabe von 2 mL Lo¨sung B und kurzem Vortexen gestartet. Nach 20 min Inku-
bation bei RT wurde die Absorption bei 750 nm am Spektralphotometer gemessen. Als
Referenz diente eine Kalibriergerade mit bovinem Plasma γ-Globulin.
3.3.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
Die SDS-PAGE dient zur Auftrennung von Proteinen anhand ihres Molekulargewich-
tes. Sodiumdodecylsulfat (SDS) ist ein anionisches Detergenz das die sekunda¨ren und
(nach vorheriger Reduktion der Disulﬁdbru¨cken) tertia¨ren Strukturen von Proteinen de-
naturiert und deren Eigenladung maskiert. Die Sulfatreste bewirken, dass SDS-beladene
Proteine eine zu ihrer Masse proportionale negative Ladung annehmen. Wenn ein elek-
trisches Feld angelegt wird, ko¨nnen die Proteine daher in einem Polyacryamidgel auf-
getrennt werden. Die Wanderungsgeschwindigkeit der Protein-SDS-Komplexe ist dabei
umgekehrt proportional zum Logarithmus der molekularen Masse des Proteins. Durch
Variation von Konzentration oder Verha¨ltnis von Acrylamid und Bisacrylamid kann der
Vernetzungsgrad des Gels an die Trennaufgabe angepasst werden.
Fu¨r SDS-Page als Vorstufe zur Anfertigung von Western Blots wurden 4-12%ige NuPA-
GE Novex Bis-Tris Gradientenfertiggele (Invitrogen,Karlsruhe) verwendet. Die Proben
wurden mit 4x LDS Sample Buﬀer und 10x Reducing Agent versetzt, 10 min auf 70 ∘C
erhitzt und nach kurzer Zentrifugation (3 min, 14000 Upm, TZ) auf das Gel aufgetra-
gen. Als Gro¨ßenmarker wurde in einer Spur Precision Plus Protein Standard (BioRad)
mitgefu¨hrt. Der Lauf erfolgte in einer XCell SureLock Mini-Elektrophoresekammer mit
MOPS-SDS-Puﬀer bei 160 V fu¨r etwa 2 h. Dem Laufpuﬀer in der oberen Kammer wurde
dabei NUPAGE Antioxidant (500 µL pro 200 mL Puﬀer) zugesetzt.
In allen anderen Fa¨llen wurden Gele und Puﬀer entsprechend einer Modiﬁkation der Vor-
schrift von La¨mmli (Laemmli, 1970) hergestellt. Die Gele bestanden aus einem 4,5%igen
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Sammelgel zur Vorkonzentrierung der Probe und einem Trenngel, dessen Porengro¨ße ent-
sprechend der zu trennenden Proteine ausgewa¨hlt wurde (2.8). Sammel- und Trenngel-
Lo¨sungen wurden frisch hergestellt und, nachdem die Polymerisation mit TEMED und
APS initiiert wurde, zwischen zwei 150x170mm-Glasplatten gegossen. Zuerst wurde das
Sammelgel eingefu¨llt und mit EtOHabs u¨berschichtet, bis die Polymerisation nach etwa
30 min abgeschlossen war. Anschließend wurde der Alkohol mit Filterpapier abgesaugt,
das Trenngel gegossen und der Probenkamm eingesetzt. Nach weiteren 30 min Polyme-
risationszeit konnten die Proben aufgetragen werden.
Die Extrakte wurden mit Probenpuﬀer versetzt, 5 min auf 95 ∘C erhitzt und nach kur-
zer Zenrifugation (3 min, 14000 Upm, TZ) auf das Gel aufgetragen. Als Gro¨ßenmarker
wurde in einer Spur Precision Plus Protein Standard (BioRad) mitgefu¨hrt. Der Lauf
erfolgte mit TGS-Puﬀer bei 180 V in etwa 4 h oder u¨ber Nacht bei 40 V.
Nach der Elektrophorese wurden die aufgetrennten Proteine mit GelCode Blue Stain
(Thermo-Scientiﬁc, Wilmington (USA)) angefa¨rbt oder durch Western Blotting auf eine
PVDF-Membran transferiert.
3.3.4 Immunoblotting (Western Blotting)
Beim Western Blotting werden gelelektrophoretisch aufgetrennte Proteine vom SDS-Gel
auf eine Membran u¨bertragen, um sie anschließend immunochemisch zu detektieren.
Die PVDF-Membran wurde 20 s in Methanol aktiviert, 2 min in ddH2O gewaschen und
mit Anodenlo¨sung II gespu¨lt. Whatman-Filterpapiere wurden in den entsprechenden
Kathoden-/Anodenlo¨sungen (2.8) getra¨nkt. Die einzelnen Lagen wurden wie folgt auf
die Anode aufgeschichtet:
Anode (+)
2 Filterpapiere Anodenlo¨sung I





Der Transfer erfolgte im
”
semi-dry“-Verfahren in einer BioRad Blotkammer bei 20 V
fu¨r 1 h 50 min. Nach dem Transfer wurde die Membran zur Verringerung unspeziﬁscher
Wechselwirkungen fu¨r 1 h bei RT oder u¨ber Nacht bei 4 ∘C in Blockpuﬀer inkubiert. Fu¨r
den immunologischen Nachweis des jeweiligen Proteins wurde ein speziﬁscher Erstan-
tiko¨rper in Blockpuﬀer verdu¨nnt (siehe (2.8) und Tabelle 3) und u¨ber Nacht bei 4 ∘C mit
der Membran inkubiert. In der Regel wurde die Antiko¨rperlo¨sung mehrfach verwendet
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und zur la¨ngeren Haltbarkeit mit 0,02 % NaN3 versetzt und bei 4
∘C aufbewahrt. Nicht
gebundener Antiko¨rper wurde durch Waschen mit TBS-T (2x 15 min, 3x 5 min, RT) ent-
fernt. Es folgte die Inkubation mit einem in Blockpuﬀer verdu¨nnten HRP-gekoppelten
Zweitantiko¨rper fu¨r 1 h bei RT. Anschließend wurde die Membran erneut mit TBS-T
(2x 15 min, 3x 5 min, RT) und einmal mit TBS gewaschen. Der Protein-Erstantiko¨rper-
Zweitantiko¨rper-Komplex wurde durch Chemilumineszenz sichtbar gemacht, indem die
Membran eine Minute mit 4 mL ECL-Lo¨sung (Western Lightning Plus–ECL Kit) be-
netzt und anschließend gegenu¨ber einem Autoradiographie-Film zwischen 1 s und 30 min
exponiert wurde.
Um den gleichen Blot mehrmals mit verschiedenen Antiko¨rpern inkubieren zu ko¨nnen,
wurde die Membran durch 30-minu¨tige Inkubation bei 50 ∘C mit Stripp-Puﬀer
”
ge-
strippt“. Der Blot wurde mehrmals mit TBS-T gespu¨lt, um die Lo¨sung zu entfernen,
dann erneut geblockt und mit Erstantiko¨rper inkubiert.
3.3.5 GST-Pulldown
3.3.5.1 Expression und Reinigung von GST-Fusionsproteinen in E.coli
Zur Herstellung von Glutathion-S-Transferase (GST)-Fusionsproteinen wurde der Ex-
pressionsvektor pGEX-4T-3 verwendet. Die jeweiligen open reading frames von E6, E7,
oder mutierter Versionen von E7 sind darin so einkloniert, dass die Fusion mit GST N-
terminal erfolgt. Die Konstrukte wurden in Protease-deﬁzienten Bakterien, E.coli BL21,
exprimiert. Als Kontrolle dienten BL21-Transformanten, die nur den Leervektor tragen
und somit GST allein exprimieren.
Um Fusionsproteine in ausreichender Menge zu erhalten, wurden 500 mL LBAmp-Medium
mit 5 mL der jeweiligen U¨bernachtkultur transformierter BL21 angeimpft und unter
Schu¨tteln bei 37 ∘C bis zu einer OD600nm von 0,5 - 0,6 wachsen gelassen. Zur Induk-
tion der Fusionsprotein-Expression wurden 300 µM IPTG zugegeben und die Bakte-
rien drei weitere Stunden auf dem Schu¨ttler bei 37 ∘C inkubiert. Nach anschließen-
der 10-minu¨tiger Zentrifugation bei 6000 xg (Rotor SLA3000, 4 ∘C) wurde das Bak-
terienpellet auf Eis in 25 mL kaltem Puﬀer L resuspendiert. Der Aufschluss des Pel-
lets erfolgte durch 5 Durchga¨nge durch einen Hochdruckhomogenisator (French Press).
Im Anschluss wurden die Zelltru¨mmer durch Zentrifugieren (1 h, 10000 Upm, Rotor
HB6,4 ∘C) abgetrennt. Der proteinhaltige U¨berstand wurde 2 h bei 4 ∘C mit 450 µL
einer 50%-igen Glutathion-Sepharose4B-Puﬀer L-Suspension (ﬁrma) auf einem Rotor
inkubiert. Die hohe Aﬃnita¨t von GST und Glutathion bewirkt dabei, dass die Fusions-
proteine durch eine reversible Bindung an die Sepharose aus dem U¨berstand extrahiert
werden. Die gebundenen Proteine wurden bei 500 xg und 4 ∘C fu¨r 5 min abzentrifugiert
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und fu¨nfmal mit je 5 mL eiskaltem Puﬀer L gewaschen. Das Pellet wurde anschließend in
250 µL des jeweiligen Pulldown-Puﬀers aufgenommen und bei 4 ∘C fu¨r maximal eine Wo-
che gelagert. Um Reinheit und Menge der isolierten GST-Fusionsproteine zu u¨berpru¨fen,
wurden jeweils 5-25 µLder Sepharosesuspension auf einem 12,5 %-igen Polyacrylamidgel
aufgetrennt und mit GelCode Blue Stain angefa¨rbt.
3.3.5.2 GST-Pulldown und massenspektrometrische Analyse von Interaktoren
E1A-Extrakte von NHEK (Herstellung siehe 3.3.1.1) wurden zuerst durch zweistu¨ndige
Inkubation bei 4 ∘C mit an Sepharose gebundenem GST vorgekla¨rt (20 µg GST und
50 µL Glutathion-4B-Sepharose (GE Healthcare) und pro ml Extrakt). Zweck dieser
Vorkla¨rung ist, Proteine zu entfernen die speziﬁsch oder unspeziﬁsch an GST und Se-
pharose binden. Danach wurde die GST-Sepharose durch Zentrifugation fu¨r 5 min bei
500 xg (4 ∘C) entfernt.
Rekombinante GST-Fusionen von E6 oder E7 wurden, wie unter 3.3.5.1 beschrieben, im
E.coli-Stamm BL21 exprimiert und mit Glutathion-4B-Sepharose Aﬃnita¨ts-gereinigt.
Fu¨r den Pulldown wurden 5 mg vorgekla¨rter E1A-Extrakt in ein frisches Reaktionsgefa¨ß
u¨berfu¨hrt und mit 200 µg an Sepharose gebundenem GST oder GST-Fusionsprotein u¨ber
Nacht bei 4 ∘C rotiert. Die Sepharose wurde viermal mit Lysepuﬀer gewaschen (500 xg,
4 ∘C, 5 min), in 40 µL 1x Probenpuﬀer aufgenommen und auf einem 12,5 %igen Gel
elektrophoretisch aufgetrennt (3.3.3).
Silberfa¨rbung Das Polyacrylamidgel wurde nach Anleitung mit SilverQuest Silver
Staining Kit angefa¨rbt. Dafu¨r wurde das Gel kurz mit ddH2O gespu¨lt, 20 min in 100 mL
Fixierlo¨sung ﬁxiert und 10 min mit 30% EtOH gewaschen. Nach 10 min Inkubation mit
100 mL Sensitivierungslo¨sung wurde erneut je 10 min mit 30% EtOH und ddH2O ge-
waschen. Nach 15-minu¨tigem Fa¨rben mit 100 mL Fa¨rbelo¨sung wurde wieder 1 min mit
ddH2O gewaschen. Anschließend wurde das Gel 3-7 min mit 100 mL Entwicklerlo¨sung
inkubiert bis die gewu¨nschte Intensita¨t erreicht war, woraufhin sofort 10 mL Stoplo¨sung
zugegeben wurde. Nach einem letzten Waschschritt mit ddH2O (10 min) wurden die zu
analysierenden Proteinbanden identiﬁziert und aus dem Gel ausgeschnitten.
In-Gel-Verdau Trypsinverdau und massenspektrometrische Analyse wurden in der Grup-
pe von Prof. Dr. Lehmann (Genomics & Proteomics Core Facility, DKFZ) vorgenom-
men. Die Gelbanden wurden jeweils 5 min in 100% MeOH dehydriert, in 30% MeOH
rehydriert, jeweils zweimal 10 min mit ddH2O und dreimal 10 min mit 100mM Ammoni-
umbikarbonat/30% Acetonitril gewaschen. Anschließend wurde das Gel in kleine Stu¨cke
zerschnitten, nochmals mit ddH2O gewaschen und 30 min in der SpeedVac getrocknet.
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Die Gelstu¨cke wurden in 40-50 µL 50 mM Ammoniumbikarbonat resuspendiert und mit
7 ng/µL Trypsin u¨ber Nacht bei 37 ∘C inkubiert. Nach dem Verdau wurde der Ansatz bei
14 000 Upm (1 min, RT, TZ) zentrifugiert. Aus dem Gelbodensatz wurden verbliebene
Peptide durch Hinzufu¨gen von 10 µL 50% Acetonitril mit 0,1% Triﬂuoressigsa¨ure extra-
hiert und mit dem Zentrifugationsu¨berstand in einem frischen Reaktionsgefa¨ß vereinigt.
Optional wurde die Probe abschließend in der SpeedVac weiter ankonzentriert.
MALDI-MS/MS-Analyse MALDI (Matrix-unterstu¨tzte Laser-Desorption-Ionisierung)
ist ein dem Massenspektrometer vorgekoppeltes Verfahren zur Ionisierung. Sie dient zur
schonenden Ionisierung, die durch die Einbettung der Probe in eine Matrix, meist eine
organische Sa¨ure, garantiert wird. Als Matrix wurde α-Cyano-4-Hydroxyzimtsa¨ure mit
einer Konzentration von 2 mg/mL in 0,1% TFA verwendet. Die Spektren wurden im
linearen positiven Reﬂektormodus in einem Bereich von 50 - 2000 Da/Ladungseinheit
aufgenommen. Es erfolgte eine Signalakkumulation u¨ber 200 Scans. Die Peptide wur-
den durch Suche in der SwissProt-Sequenz-Datenbank (v. 51.6) unter Verwendung der
Mascot-MS/MS-ions-Suchmaschine (Matrix Science) identiﬁziert. Nur Proteine mit ei-
ner Mascot score ho¨her als 60 und mit mindestens zwei identiﬁzierten Peptiden wurden
als verla¨ssliche Identiﬁkation eingestuft.
3.3.5.3 GST-Pulldown-Experimente mit NuMA oder 35S-markiertem Protein
Vorkla¨rung und Pulldown wurden im Wesentlichen wie unter 3.3.5.2 beschrieben durch-
gefu¨hrt, wobei Extrakt- und Fusionsproteinmengen, sowie die Puﬀerzusammensetzungen
angepasst wurden.
3 mg Extrakt bzw. 30 µL TNT-Ansatz (siehe 3.3.6) wurden mit 2,1-fachem Volumen
Bindepuﬀer (2.8) und den entsprechenden Mengen an Sepharose gebundenem GST oder
GST-Fusionsprotein 2-4 h bei 4 ∘C rotiert. Die Sepharose wurde zweimal mit Wasch-
puﬀer 1 und, nach U¨berfu¨hren in ein frisches Reaktionsgefa¨ß, zweimal mit Waschpuﬀer
2 gewaschen (500 xg, 4 ∘C, 5 min). Die Proteinkomplexe wurden auf NUPAGE-Gelen
getrennt und mittels Western Blotting oder Autoradiographie analysiert.
3.3.6 In-vitro-Transkription/Translation
Die Interaktorkandidaten lagen als T7-Promoter-kontrollierte cDNA-
”
True Clones“ (Ori-
gene, Rockville, USA), kloniert in pCMV6-XL4 oder pCMV6-XL5, vor. Konstrukte in
pCMV6-XL4 wurden vor der Reaktion mit geeigneten Restriktionsenzymen linearisiert
und isoliert, um den im Vektor vorhandenen zweiten T7-Promoter zu entfernen. Die
gekoppelte in vitro Transkription/Translation-Reaktion wurde unter Verwendung des
Retikulozyten-Lysat-TNT QuickCoupled Transcription/Translation Systems (Promega,
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Mannheim) nach Herstellerprotokoll fu¨r 90 min bei 30 ∘C durchgefu¨hrt. Zur Markie-
rung der Translationsprodukte wurde dem Ansatz 35S-Methionin zugegeben. Die Inkor-
poration des Radionuklids wurde u¨berpru¨ft, indem 3 µL des Reaktionsansatzes mittels
SDS-PAGE aufgetrennt und nach dem Trocknen des Gels mit einem PhosphoImager
detektiert wurden.
3.3.7 Immunpra¨zipitation (IP)
Fu¨r Immunopra¨zipitationen wurden 293T-Zellen mit ﬂag-markiertem E6 oder E7 trans-
ﬁziert. Gleiche Mengen E1A-Extrakte wurden mit der 2,1-fachen Menge Bindepuﬀer
(Abschnitt 2.8) gemischt und mit 20 µL Anti-ﬂag-M2-Aﬃnita¨tsgel u¨ber Nacht bei 4 ∘C
rotiert. Fu¨r die IgG-Kontrollen wurden ProteinG-Sepharose und Maus-IgG-Antiko¨rper
verwendet. Das M2-Aﬃnita¨tsgel und die Sepharose waren im Vorfeld u¨ber Nacht mit
0,1% BSA in TE geblockt worden. Nach kurzer Zentrifugation (1 min, 5000xg) wurden
die U¨bersta¨nde vorsichtig mit einer Kanu¨le abgenommen. Das Gel wurde zweimal mit
kaltem Waschpuﬀer 1 und zweimal mit kaltem Waschpuﬀer 2 fu¨r je 3 min gewaschen. Die
gebundenen ﬂag-Proteinkomplexe wurden mit 40 µL 0, 15 µg/µL 3x ﬂag-Peptid in TBS
30 min bei 4 ∘C eluiert. Wurde mit einem anderen Antiko¨rper als anti-ﬂag pra¨zipitiert,
erfolgte die Elution durch Erhitzen des gewaschenen Gels in NUPAGE Probenpuﬀer
(10 min, 70 ∘C). Die Proteinkomplexe wurden auf NUPAGE-Gelen getrennt und mittels
Western Blotting analysiert.
3.4 Zellbiologische Methoden
3.4.1 Kultur von Zelllinien und prima¨ren Keratinozyten (NHEK)
Alle verwendeten Zellen wurden als adha¨rente Monolayerkulturen in den entsprechenden
Medien (10) bei 37 ∘C in einer zu 5% gesa¨ttigten CO2-Atmospha¨re kultiviert. Zum Passa-
gieren oder Ernten wurden die Zellen vor Erreichen der Konﬂuenz mit PBS/0,05% EDTA
gewaschen und (je nach Zelllinie) 2− 5 min mit Trypsin/0,2% EDTA-Lo¨sung inkubiert,
bis die Zellen sich ablo¨sten. Die Enzymreaktion wurde durch Zugabe von Medium ab-
gestoppt und die Zellsuspension wurde 5 min bei 1000 Upm (ZZ, RT) zentrifugiert. Zur
Weiterkultur wurde das Pellet in geeignetem Medium resuspendiert. Entsprechend des
Wachstumsverhaltens wurden 1/3 bis 1/20 der Suspension wieder in die Kulturﬂasche
gegeben und mit Medium aufgefu¨llt. Fu¨r Subkultur und Ernten von prima¨ren Keratino-
zyten wurde das DetachKit (PromoCell) nach Herstellervorschrift verwendet. Es wurde
darauf geachtet, dass die Gesamtkulturzeit der prima¨ren Zellen 15 Verdopplungszyklen
(etwa 14 Tage) nicht u¨berschritt.
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3.4.2 Zellzahlbestimmung
Um die Anzahl von Zellen in einer Suspension zu bestimmen, wurde eine Neubauer-
Za¨hlkammer verwendet. Vier Quadrate wurden ausgeza¨hlt. Die durchschnittliche Zahl
von Zellen in einem Quadrat, multipliziert mit dem Verdu¨nnungsfaktor und 104, ergibt
die Anzahl Zellen pro mL der Originalsuspension.
3.4.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen
Zur Langzeitlagerung wurden proliferierende Zellen geerntet, pelletiert und in Einfrier-
medium (2.7.3) mit einer Dichte von 1-4 x106 Zellen/mL resuspendiert. Jeweils 1 mL
der Suspension wurde in ein Kryo-Ro¨hrchen u¨berfu¨hrt und u¨ber Nacht in einer Ein-
frierbox langsam auf −80 ∘C abgeku¨hlt. Die gefrorenen Zellen wurden anschließend in
Flu¨ssigstickstoﬀ-Tanks verwahrt.
Fu¨r die Wiederaufnahme einer Kultur wurden die Ro¨hrchen mit den gefrorenen Zellen
kurz in ein 37 ∘C-warmes Wasserbad gestellt, bis die Suspension aufgetaut war. Die Zel-
len wurden entweder direkt im entsprechenden Medium auf Zellkulturﬂaschen/-platten
ausgesa¨t, wobei das DMSO durch Mediumwechsel am darauﬀolgenden Tag entfernt wur-
de, oder die Zell-Gefriermedium-Suspension wurde mit Kulturmedium auf 10 mL auf-
gefu¨llt und zentrifugiert (5 min bei 1000 Upm, ZZ, RT). Das Zellpellet wurde dann
anschließend in frischem Medium aufgenommen und ausgesa¨t.
3.4.4 Transfektion von Zelllinien
Phoenix-Ampho- und 293T-Zellen wurden mit Plasmid-DNA unter Anwendung der
Kalzium-Phosphat-Methode transﬁziert. Dazu wurde das CalPhos Mammalian Trans-
fection Kit nach Herstellerangaben verwendet. Zur Erho¨hung der Transfektionseﬃzienz
wurde 20 min vor Zugabe der DNA-Phosphat-Komplexe das Kulturmedium von der
adha¨renten Kultur entfernt und durch frisches Medium mit 25 nM Chloroquin ersetzt.
COS-7-Zellen wurden mittels Elektroporation in einem Amaxa-Nucleofector (Programm
W-001) mit Plasmid-DNA transﬁziert. Dabei wurde nach Herstellerprotokoll vorgegan-
gen, Puﬀer und Ku¨vetten wurden dem fu¨r COS-7-Zellen optimierten Cell Line Nucleo-
fector Kit R entnommen.
3.4.5 Retrovirale Transduktion von prima¨ren Keratinozyten (NHEK)
Fu¨r die Transduktion von prima¨ren epidermalen Keratinozyten wurden hochkonzentrier-
te Retroviren-U¨bersta¨nde hergestellt, indem die Verpackungszellline Phoenix-Ampho
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mit pLXSN- oder pLXSN-IRES-GFP-Konstrukten wie unter 3.4.4 beschrieben transﬁ-
ziert wurde. Jeweils 24 und 48 h nach der Transfektion wurden pro 10 cm-Platte 5 mL
Virusu¨berstand mit 5 mL-Spritzen geerntet und durch 0, 45 µm-Filter in 15 mL-Plastik-
ro¨hrchen ﬁltriert. Die 48 h-U¨bersta¨nde wurden nach Zugabe von 6 µg/mL Polybren di-
rekt auf die bereits einen Tag zuvor in einer Dichte von 5500 Zellen/cm2 ausgesa¨ten
NHEK gegeben (1. Transduktion). Nach 4 h wurden die U¨berstande abgenommen und
durch frisches KGM-2-Medium ersetzt. Die Prozedur wurde am folgenden Tag mit
den zwischenzeitlich bei −8 ∘C gelagerten 24 h-U¨bersta¨nden wiederholt (2.Transduk-
tion). 48 Stunden nach der ersten Transduktion wurde mit der Selektion mit 100 µg/mL
Geneticin (G418) begonnen. Diese wurde 4-5 Tage fortgefu¨hrt, bis alle Zellen einer
nicht-transduzierten Kontrollplatte abgestorben oder in Seneszenz u¨bergegangen wa-
ren. Fu¨r die darauﬀolgende Expansion der selektierten Population wurde die Geneticin-
Konzentration auf 50 µg/mL herabgesetzt.
Wurden fu¨r die Transduktion Konstrukte mit GFP-Sequenz verwendet, konnte die Trans-
duktionseﬃzienz mittels FACS oder Fluoreszenzmikroskopie u¨berpru¨ft werden.
3.4.6 Durchﬂusszytometrie (FACS)
Alle Zellsuspensionen wurden vor der Messung durch Gaze ﬁltriert, um Zellklumpen zu
entfernen. Fu¨r die FACS-Messungen wurde das BD FACSCalibur-Durchﬂusszytometer
verwendet, die Daten wurden mit den Programmen CellQuest (BD Biosciences, San Jose
(USA)) und FlowJo (Tree Star, Ashland (USA)) analysiert.
3.4.6.1 DNA-Fa¨rbung mit Propidiumiodid
Zur Analyse des DNA-Gehalts von asynchronen Kulturen oder Zellen, die fu¨r 24 h mit
100 ng Nocodazol behandelt wurden, wurde eine Fa¨rbung mit Propidiumiodid vorge-
nommen. 1x106 Zellen wurden in 15 mL Reaktionsgefa¨ßen geerntet und bei Raumtem-
peratur einmal mit 10 mL PBS gewaschen (ZZ, 5 min, 200xg). Die pelletierten Zellen
wurden anschließend in 500 µL PBS resuspendiert und durch mehrmalige Passage durch
eine 21G-Nadel vereinzelt. Nach Zugabe von 4, 5 mL auf −20 ∘C geku¨hlten 70%igen
Ethanols wurden die Zellen u¨ber Nacht bei 4 ∘C ﬁxiert. Im ﬁxierten Zustand konnten
die Zellen bis zu einer Woche bei 4 ∘C gelagert werden, in den meisten Fa¨llen erfolg-
te die Fa¨rbung aber bereits am na¨chsten Tag. Hierfu¨r wurde die Zellsuspension 5 min
bei 200xg abzentrifugiert und in 5 mL PBS resuspendiert. Nach einer kurzen Wartezeit
von 60 s wurden die Zellen erneut abzentrifugiert, anschließend in 1 mL PI-Fa¨rbelo¨sung
(2.8) aufgenommen und bis zur Analyse am Durchﬂusszytometer fu¨r 30 min bis 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert.
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3.4.6.2 Fa¨rbung von DNA und inkorporiertem BrdU fu¨r Zellzyklusanalyse
Dem Zellmedium wurden 45 min vor dem Ernten 100 µM BrdU zugegeben. Nach Ab-
lauf der Inkubationszeit (bei 37 ∘C, 5% CO2) wurden die Zellen wie unter 3.4.6.1 be-
schrieben geerntet und ﬁxiert. Fu¨r die indirekte Immunﬂuoreszenzfa¨rbung von BrdU
wurden die Zellen zweimal mit 5 mL PBS gewaschen (ZZ, 5 min bei 200xg ) und unter
Schu¨tteln 20 min bei RT mit 2M HCl behandelt. Die Sa¨ure wurde abzentrifugiert und
die Zellen wurden zweimal mit PBS und einmal mit PBS-T/BSA gewaschen. Alexa488-
gekoppelter anti-BrdU-Antiko¨rper (BD Pharmingen, Tabelle 3) wurde in 100 µL PBS-
T/BSA verdu¨nnt und 30 min bei RT mit den Zellen inkubiert. Danach wurden die Zellen
zweimal mit PBS gewaschen. Anschließend wurde die DNA-Fa¨rbung mit Propidiumiodid
wie unter Abschnitt 3.4.6.1 beschrieben durchgefu¨hrt.
3.4.7 Immunﬂuoreszenz-Fa¨rbung (IF)
3.4.8 Vorbehandlung von sterilen Deckgla¨sern
Deckgla¨ser wurden entweder 20 min mit 70%igem EtOH gewaschen und autoklaviert
oder mit HCl vorbehandelt, um eine bessere Haftung der Zellen zu erreichen. Fu¨r letz-
teres wurden die Deckgla¨ser u¨ber Nacht bei 65 ∘C mit 1M HCl u¨berdeckt und danach
bis zum Erreichen eines pH-Wertes u¨ber 7,0 mit ddH2O gewaschen. Anschließend wurde
jeweils fu¨r 30 min mit 50%igem, 70%igem und zuletzt 96%igem EtOH gewaschen. Die
Deckgla¨ser wurden danach in 96%igem EtOH gelagert und vor dem Aussa¨en von Zellen
unter der Sterilbank getrocknet und gru¨ndlich mit Medium gewaschen.
3.4.8.1 Allgemeines Protokoll
Die transﬁzierten oder inﬁzierten Zellen wurden auf sterilen Deckgla¨schen ausgesa¨t und
mindestens 24 h anwachsen gelassen. Vor der Fixierung wurden die Deckgla¨schen ein-
mal vorsichtig mit PBS gewaschen. Fixiert wurde mit frisch angesetzter 3%iger (w/v)
PFA-Lo¨sung in PBS fu¨r 7 min bei Raumtemperatur. Nach einem weiteren Waschschritt
mit PBS wurde 7 min mit 0,1% Triton-X100/0,1% Na-Deoxycholat/PBS bei Raumtem-
peratur permeabilisiert. Die Zellen wurden erneut mit PBS gewaschen und anschließend
1 h bei RT in 10% (v/v) normalem Ziegenserum (NGS) oder 1% (w/v) BSA in TBS
inkubiert.
Die Inkubationen mit prima¨ren und sekunda¨ren Antiko¨rpern wurden jeweils 1 h bei RT
in feuchter Atmospha¨re durchgefu¨hrt. Die Antiko¨rper wurden in 1% (w/v) BSA/TBS-
Lo¨sung verdu¨nnt, nach jedem Inkubationsschritt wurden die Deckgla¨schen 3x 5 min in
TBS gewaschen. Die verwendeten Antiko¨rper und Verdu¨nnungen sind in den Tabellen 3
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und 4 aufgefu¨hrt. In der Regel wurde parallel mit dem sekunda¨ren Antiko¨rper eine DNA-
Fa¨rbung mit 1, 0 µg/mL Dapi vorgenommen. Abschließend wurde 3x mit TBS und ein-
mal mit ddH2O gewaschen. Die Deckgla¨schen wurden mit Fluoprep-Eindeckmedium auf
Objekttra¨ger aufgebracht und mit Nagellack abgedichtet, um ein Austrocknen zu ver-
hindern. Zur U¨berpru¨fung der Hintergrundﬂuoreszenz wurden Leervektor-transﬁzierte
Zellen gefa¨rbt, sowie Kontrollzellen mitgefu¨hrt, die nur mit Sekunda¨rantiko¨rper gefa¨rbt
wurden.
Die Analyse der Pra¨parate erfolgte mit einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop
(Zeiss LSM 70 ConfoCor 3 oder Leica TCS SP) unter Verwendung eines 40x oder 63x
O¨limmersionsobjektivs. Zur Analyse der Bilder wurde ImageJ, erweitert um die MBF-
Plugin-Sammlung, verwendet (Rasband, 2004; Collins, 2009).
3.4.8.2 Fa¨rbung ribosomaler RNA nach FUrd-Inkorporation
Auf Deckgla¨schen ausgesa¨te Cos-7-Zellen wurden 36 h nach der Transfektion mit Au1-
E7 oder Leervekor fu¨r 15 min mit 2 mM 5-Fluorouridin (FUrd) inkubiert, anschließend
kurz mit PBS gewaschen und 4 min mit frisch angesetzter 3%iger PFA-Lo¨sung ﬁxiert.
Danach wurde dreimal mit PBS gewaschen und 9 s mit −20 ∘C-kaltem Methanol per-
meabilisiert.
Fa¨rbung und Dokumentation der Fluoreszenz wurden wie oben beschrieben durch-
gefu¨hrt.
3.4.9 Yeast two hybrid-Screening
3.4.9.1 Transformation von Hefezellen mit dem
”
Bait“-Plasmid
Ein Aliquot von 100 µL einer frischen CG1945-U¨bernachtkultur in YPD-Medium wurde
in 1 mL ddH2O aufgenommen und pelletiert (10 s, 10 000 Upm, TZ). Die Zellen wurden
in 100 µL 100 mM Lithiumacetat resuspendiert, 5 min bei 30 ∘C geschu¨ttelt und erneut
pelletiert. Zu dem Zellpellet wurden 204 µL 50% PEG-4000, 36 µL 100 mM Lithiuma-
cetat, 50 µg Heringssperma-DNA (in 5 µL) und 70 µL ddH2O pipettiert. Der Ansatz
wurde 1 min durch Vortexen homogenisiert. Die Hitzeschock-Transformation erfolgte
durch 20-minu¨tige Inkubation bei 42 ∘C. Danach wurden die Zellen abzentrifugiert, in
100 µL Wasser resuspendiert und auf SD/-Trp-Platten ausgestrichen. In 3-5 Tagen bei
30 ∘C entwickelten sich sichtbare Kolonien. Zusa¨tzlich zur Substratselektion wurde der
Erfolg der Transformation durch RT-PCR u¨berpru¨ft.
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3.4.9.2 Transformation von Hefezellen mit einer
”
Prey“-cDNA-Bibliothek
1 L YPD-Medium wurde mit 20− 50 mL einer frischen Y187-U¨bernachtkultur angeimpft
und 3 Stunden unter Schu¨tteln (250 Upm) bei 30 ∘C bis zu einer OD600 von 0,2-0,3 in-
kubiert. Die Zellen wurden anschließend abzentrifugiert (1000xg, 5 min), einmal mit
500 mL ddH2O gewaschen und in 8 mL frisch angesetztem 1x TE/LiAc (2.8) aufgenom-
men. 1 mg Plasmidbibliothek (Human Keratinocyte MATCHMAKER cDNA Library,
Clontech) und 20 mg ultraschallbehandelte Heringssperma-DNA wurden mit den Hefe-
zellen gemischt und mit 60 mL PEG/LiAc-Lo¨sung 30 min bei 30 ∘C geschu¨ttelt. Fu¨r den
Hitzeschock wurde der Ansatz vorsichtig bis zu einer Konzentration von 10% mit DMSO
versetzt und im Wasserbad fu¨r 30 min bei 42 ∘C inkubiert. Anschließend wurde die Zell-
suspension auf Eis abgeku¨hlt, zentrifugiert (5 min, 1000xg), in 1x TE-Puﬀer aufgenom-
men und auf 50 (22,5 x 22,5cm)-(SD/-Leu)-Agarplatten ausplattiert. Nach 4 Tagen bei
30 ∘C wurden die Hefekolonien mit YPD/15% Glycerin abgelo¨st und bei −80 ∘C ein-
gefroren. Die Transformation wurde dreimal wiederholt, um eine Gesamtklonzahl von
2,7 ⋅ 106 zu erreichen. Die Ansa¨tze wurden unter Beru¨cksichtigung von Kolonieanzahl
und OD600 gepoolt.
3.4.9.3 Yeast two-hybrid (Y2H) Assay
Zur Identiﬁzierung neuer Interaktoren von E6 und E7 wurde in Kollaboration mit Dr.
M. Ko¨gl (
”
Genomics & Proteomics Core Facility“ (GPCF), DKFZ) ein automatisier-
ter Hochdurchsatz-Y2H-Screen durchgefu¨hrt. Die
”
Bait“-Proteine E6 und E7 wurden
als Fusionen der DNA-Bindedoma¨ne (BD) des GAL4-Transkriptionsfaktors in den He-
festamm CG1945 transformiert (3.4.9.1). Drei verschiedene cDNA-Bibliotheken wurden
als Fusion mit der Gal4-Aktivierungsdoma¨ne (AD) in Y187 transformiert (3.4.9.2) :
- Human Keratinocyte (HaCaT) MATCHMAKER cDNA-Bibliothek; Clontech
- 5000 full-lenght ORFs, menschliches Genom; vortransﬁziert, GPCF (DKFZ)
- cDNA-Bibliothek aus fo¨talem Hirn; vortransﬁziert, Clontech
Toxizita¨tstest Die
”
Bait“-Proteine wurden auf ihre Toxizita¨t gegenu¨ber dem trans-
formierten CG1945-Hefestamm untersucht. U¨bernachtkulturen von CG1945 wurden mit
den E6- und E7-BD-Fusionen transformiert und auf SD/-Trp-Agarplatten ausgestrichen.
Nach 4 Tagen Inkubation bei 30 ∘C wurden Gro¨ße, Anzahl und Fa¨rbung der Kolonien
mit einer pAS2-1-Kontrolle verglichen.
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Autoaktivierungstest In Vortests wurden fu¨r das jeweilige
”
Bait“-Protein geeigne-
te Screening-Konzentrationsbereiche an 3-Aminotriazol bestimmt. Die Verpaarung von
”
Bait“ und Bibliothek wurde dafu¨r im Kleinmaßstab (1/20 des Screenig-Ansatzes) durch-
gefu¨hrt.





zwei Gal4-Promoter-gesteuerte Reportergene: HIS3, das der Hefe ein U¨berleben auf




Prey“-Hefesta¨mme wurden zuerst in YPDA-Medium/10% PEG-6000, dann
in Selektivmedium (SD/-Leu/-Trp/-His, mit 0, 25 µg/mL Penicillin/Streptomycin, 50 µM
4-Methylumbelliferyl-α-D-Galactosid und 0,4-40 mM 3-Aminotriazol) verpaart. Die Ver-
paarungseﬃzienz wurde durch Ausplattieren der Zellen auf Selektivagar-Platten be-
stimmt. Im Normalfall wurden 5-40 Millionen Diploide generiert. Die Zellsuspension
wurde darauf in 96-Loch-Mikrotiterplatten (200 µL pro Vertiefung) aliquotiert und 3-7
Tage bei 30 ∘C inkubiert. Zur Bestimmung positiver Klone wurde die Fluoreszenz bei
465 nm mit einem SpectraFluor-Fluorometer (Tecan, Anregungswellenla¨nge 360 nm) ge-
messen. Vertiefungen mit einer Fluoreszenz u¨ber Hintergrundlevel wurden identiﬁziert
und automatisch mit einem Tecan Genesis 200 Roboter geerntet. Die ausgewa¨hlten Zel-
len wurden zweimal in Suspension auf neuen Mikrotiterplatten passagiert und dann
auf Agarplatten ausgestrichen, bevor die Bibliotheks-Inserte mittels PCR ampliﬁziert
wurden. PCR-Produkte mit einer fu¨r die Sequenzierung ausreichenden Qualita¨t wurden
sequenziert (GATC Biotech AG, Konstanz).
4 Ergebnisse
4.1 Identiﬁzierung intrazellula¨rer Interaktoren von E6 und
E7 der HPV-Typen 5 und 8
Im Vergleich zu den genitalen HPVs ist nur wenig u¨ber die Mechanismen bekannt, u¨ber
die die Onkogene E6 und E7 von kutanen Papillomviren zellula¨re Prozesse beeinﬂussen.
Die transformierenden Eigenschaften dieser Proteine sind deutlich schwa¨cher ausgepra¨gt,
als bei den genitalen Hochrisiko-Typen. Zum Beispiel kann das E6-Onkoprotein dieser
Typen den Tumorsuppressor p53 weder binden, noch degradieren. Im Gegensatz zum
E7-Protein des Hochrisiko-Typs HPV16, interagiert β-HPV-E7 nur schwach mit pRb
(Elbel et al., 1997). Jedoch ist E6 von HPV5 und HPV8 in der Lage, UV-induzierte
Apoptose u¨ber eine Degradation von Bak zu unterbinden (Jackson und Storey, 2000).
Wenige der fu¨r HPV16 E6 oder E7 beschriebenen Interaktoren sind im Zusammen-
hang mit kutanen HPV untersucht worden. Zu den wenigen bekannten Interaktoren von
β-Papillomvirus-E6 geho¨ren E6AP, Smad3, und XRCC1 (siehe Tabelle 1). Fu¨r E7 sind,
neben der Assoziation mit pRb, Interaktionen mit den Transkriptionsfaktoren TBP und
TAF100 bekannt (siehe Tabelle 2).
Um die zellula¨ren Funktionen von E6 und E7 der Typen HPV5 und HPV8 von kutanen
Papillomviren na¨her zu charakterisieren, wurde in der vorliegenden Arbeit zuna¨chst nach
zelleigenen Proteinen gesucht, die mit E6 und E7 interagieren. Zur Identiﬁkation neuer
Interaktoren wurden zwei Verfahren, GST-Pulldown und Yeast-two-Hybrid-Screening,
verwendet.
4.1.1 Potentielle Interaktoren nach GST-Pulldown
Fu¨r den GST-Interaktionsassay wurden die E6- und E7-Gene von HPV5 und HPV8
im Leserahmen downstream vom Glutathion-S-Transferasegen in den Vektor pGEX4T3
kloniert. Die GST-Fusionsproteine wurden in E.coli-Kulturen produziert und mit Ge-
samtzellextrakten aus prima¨ren Keratinozyten inkubiert.
Die mit Glutathionsepharose aﬃnita¨tsgereinigten und anschließend elektrophoretisch
isolierten Komplexe wurden mittels Massenspektrometrie analysiert. Jeweils 8 Protein-
banden wurden fu¨r HPV5 und HPV8 E7 nach der Elektrophorese ausgeschnitten und
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Tabelle 6: Interaktionsassay mit GST-Pulldown: Potentielle Interaktionspartner von
HPV 5 und HPV 8 E7. 200 µg E7-GST-Fusionsproteine wurden mit 5 mg vorgekla¨rtem Proteinex-
trakt aus prima¨ren Keratinozyten inkubiert, dabei formierte Komplexe wurden an Glutathionsepahro-




MTHFD1 101,6 kDa Purinbiosynthese
Myosin 1C 121,7 kDa unkonventionelles Motorprotein,
Regulierung der Transkription
eEF1A1/2 50,1 kDa Translationselongationsfaktor
HSPA8 70,9 kDa Chaperon, ATPase
HPV8 E7
Tubulin, beta 50 kDa Komponente von Mikrotubuli
Myosin 1C/B 121,7 kDa unkonventionelles Motorprotein,
Regulierung der Transkription
der MALDI-MS/MS-Analyse u¨bergeben. Nur wenn die Sequenzen der trypsinverdauten
Fragmente eindeutig einem Protein zugeordnet werden, wurde dieses Protein als Interak-
tor anerkannt. Die Ergebnisse der Analyse fu¨r E7 sind in Tabelle 6 aufgefu¨hrt. Fu¨r HPV5
E7 konnten vier und fu¨r HPV8 E7 zwei Interaktoren identiﬁziert werden, wobei sich eine
U¨berschneidung fu¨r Myosin 1C bei beiden Typen ergab. In U¨bereinstimmung mit dem
spa¨ter durchgefu¨hrten Yeast-two-hybrid-Screen (vgl. Tabelle 7) bindet der eukaryotische
Transkriptionselongationsfaktor 1 alpha 1 (eEF1A1) an HPV5 E7. Mit dem E6-Protein,
sowohl von HPV5 als auch HPV8, konnte keine eindeutige Identiﬁzierung interagierender
Proteine erreicht werden. Es erwies sich als schwierig, ausreichende Mengen an funktio-
nellem monomerem Fusionsprotein herzustellen. Auf dem SDS-Gel zeigten sich nach
dem Pulldown Multimere von E6-GST-Protein, auch wenn das eingesetzte Sepharose-
gel fast ausschließlich mit der monomeren Form beladen war. Zudem wurden unter den
gewa¨hlten Bedingungen oﬀensichtlich unspeziﬁsche Protein-Protein-Wechselwirkungen
begu¨nstigt, so dass es nicht mo¨glich war, distinkte Banden aus dem Gel zu isolieren. Es
ist bekannt, dass E6 dazu neigt, Multimere zu bilden und daher es daher schwierig ist
funktionelles Protein zu isolieren. In der Gruppe von Gille Trave´ (IREBS, Frankreich)
wird dieses Problem durch Fusionierung von E6 mit dem Maltosebindenden Protein
(MBP), sowie Mutation von Cysteinresten, zur Vermeidung von intermolekularen Di-
sulﬁdbru¨cken, umgangen (Zanier et al., 2010, 2007).
4.1.2 Potentielle Interaktoren nach Yeast-two-hybrid-Screening
Die in Tabelle 7 aufgelisteten
”
Preys“ sind das Ergebnis des Yeast-two-hybrid-Screenings
von drei verschiedenen Bibliotheken gegen die
”
Bait“-Proteine E6 und E7 von HPV5.
Im Vorfeld des Screenings waren beide Baits auf Toxizita¨t gegenu¨ber der Wirtshefe
und Autoaktivierung des Gal4-Promoters u¨berpru¨ft worden. Toxische Nebenwirkungen
konnten ausgeschlossen werden, die Ho¨he der Hintergrundaktivierung des Promoters
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Tabelle 7: Zusammenstellung der Ergebnisse des Yeast-two-hybrid-Screenings: Potentielle
Interaktionspartner von HPV 5 E6 und E7. E6 und E7 wurden in den Hefeexpressionsvektor





Prey“-Proteine stammten aus drei verschiedenen cDNA-Bibliotheken und wurden als Fu-




Prey“-Stamm in Selektionsmedium wurde die Aktivierung der α-Gal-Expression photome-
trisch bestimmt. Diploide mit u¨berdurchschnittlicher Fluoreszenz wurden zweimal passagiert, geerntet
und sequenziert.
Bait Prey # * Funktion
Gensymbol
E7 TOX4 4 Transkriptionsregulierung, DNA-abha¨ngig
E7 DEAF1 3 Transkriptionsfaktor, hemmt Zellproliferation
E6 TSPO 4 Regulierung von Apoptose und Steroidogenese als Teil der Zellab-
wehr
E7 ARID2 2 Transkriptionale Aktivierung/Repression
E7 KLHL5 2 Zellmorphologie, Interaktion mit Zellskelett
E7 ANXA1 2 Exozytose, fo¨rdert Membranfusion, Regulierung der Phospholipase-
A2-Aktivita¨t
E6 na-Hs.694642 2 nicht charakterisiert
E7 EEF1A1 2 Elongationsfaktor
E6 MRM1 1 RNA-Processing/-Modiﬁkation
E6 NUMA1 1 Mitose, Strukturkomponente des Zellkerns, Apoptose
E6 RPS10 1 ribosomales Protein S10.
E7 C1orf131 1 nicht charakterisiert
E7 DCLK1 1 wahrscheinlich Kinaseaktivita¨t
E7 FNBP4 1 Zell(-Matrix)adha¨sion, G-Protein-gekoppelter Rezeptor-Signalweg
E7 KIAA1576 1 nicht charakterisiert
E7 MYCN 1 mo¨glicher Transkriptionsfaktor, Tumorprogression
E7 PHPT1 1 Phosphohistidin-Phosphatase-Aktivita¨t
E6 FABP7 1 Fettsa¨ure-Aufnahme/-Transport/-Metabolismus
E6 HNRPDL 1 Transkriptionsregulierung
E6 na-Hs.703504 1 nicht charakterisiert
E6 TCP1 1 Chaperon
E6 TMEM14A 1 Transmembranprotein
E6 YLPM1 1 Reduktion der Telomeraseaktivita¨t wa¨hrend Diﬀerenzierung von
embryonalen Stammzellen
E7 ARID4A 1 Transkriptionsrepression, Zellproliferation (pRB-bindend)
E7 POP7 1 Komponente des Ribonuklease-P-Komplexes (tRNA-Reifung)
E7 ZNF74 1 mo¨glicherweise RNA-Metabolismus
E6 MED25 1 Regulation von RNA-Polymerase-II-Transkription
E6 MIF 1 Inhibierung von Makrophagenmigration, mitogene Immunantwort
E7 CTNNA2 1 Desmosomale Plaque, Zelladha¨sion
E7 ZNF574 1 mo¨glicherweise Transkriptionsregulierung
*... Anzahl unabha¨ngiger Klone mit diesem
”
Prey“
zeigte sich jedoch abha¨ngig von der verpaarten Bibliothek. Der Großteil der in Tabel-
le 7 aufgefu¨hrten Interaktoren stammt daher aus einer cDNA-Bibliothek aus fo¨talem
Hirn. Aufgrund hoher Autoaktivierung mit beiden
”
Baits“ wurden mit der HaCaT-
Keratinozyten-cDNA-Datenbank, sowie einer Bank aus 5000 full-lenght ORFs nur we-
nige Kandidaten gefunden. Insgesamt wurden u¨ber 500 verschiedene Fragmente isoliert.
Diese Liste wurde von Eintra¨gen mit schlechter Sequenzqualita¨t und Sequenzen die ent-




klebrigen Preys“, die ha¨uﬁg als unspeziﬁsche Interaktoren in Yeast-two-
hybrid-Screenings gefunden werden, bereinigt. Der resultierende Datensatz umfasst 43
cDNA-Fragmente, die 30 verschiedenen Protein-Protein-Interaktionen zugeordnet sind.
Die gro¨ßte Gruppe unter den Interaktionskandidaten, insbesondere unter den mehr-
fach isolierten, bilden Proteine, die in die Prozesse von Translation und Transkription
involviert sind. Darunter TOX high mobility group box family member 4 (TOX4), defor-
med epidermal autoregulatory factor 1 (DEAF1), v-myc myelocytomatosis viral related
oncogene (MYCN), sowie der eukaryotische Transkriptionselongationsfaktor 1 alpha 1
(eEF1A1), der wie bereits erwa¨hnt, auch im GST-Pulldown-Screen als Interaktor iden-
tiﬁziert wurde. Im Hinblick auf mo¨gliche transformierende Eigenschaften von E6 und E7
sind außerdem Preys mit Funktionen in Apoptose (TSPO, NuMA) und Zellzyklus/Zell-
proliferation (NuMA, DEAF1) interessante Kandidaten.
Unter den Interaktoren beﬁnden sich zwei Proteine, die bereits in Verbindung mit kuta-
nen Papillomviren untersucht wurden. Fru¨here Versuche in unserem Labor zeigten, dass
in HPV38 E6/E7-exprimierenden Keratinozyten fu¨nf Mitglieder der Annexin-Familie,
darunter Annexin1, herunterreguliert sind (Bergner et al., 2009). Zudem wurde Anne-
xin als Substrat fu¨r die E6AP-vermittelte Ubiquitinierung indentiﬁziert (Shimoji et al.,
2009). Der eukaryotische Transkriptionselongationsfaktor 1 alpha 1 ist ebenfalls als In-
teraktor von HPV38 E7 bekannt (Sylla et al., 2009).
4.1.3 Veriﬁkation ausgewa¨hlter Interaktionen
Um die Ergebnisse der Interaktorscreens abzusichern, wurde eine Vorauswahl der isolier-
ten Interaktoren in GST-Pulldown-Experimenten u¨berpru¨ft. Dazu wurden cDNA-Klone
der Interaktoren in vitro transkribiert und translatiert. Die Auswahl der Kandidaten er-
folgte ausschließlich anhand der Verfu¨gbarkeit von cDNA-Expressionsvektoren mit den
Kandidatensequenzen, die fu¨r eine in vitro-Translation notwendig waren.
Die Translation wurde mit Hilfe des Retikulozyten-Lysat-TNT QuickCoupled Trans-
cription/Translation Systems (Promega, Mannheim) vorgenommen, die Proteinprodukte
wurden dabei 35S-Methionin markiert. Im Anschluss an die Translations/Transkriptions-
Reaktion wurden die Reaktionsansa¨tze mit Zellextrakten vermischt und mit GST-HPV5E6
oder GST-HPV5E7 inkubiert und aﬃnita¨tsgereinigt. Insgesamt wurden acht Proteine
untersucht, als Positivkontrolle wurde zusa¨tzlich Smad3, dessen Interaktion mit HPV5
E6 bekannt ist (Mendoza et al., 2006), mitgefu¨hrt. NuMA lag nicht als cDNA-Klon vor
und wurde in diesem Versuch nicht untersucht.
Alle Pulldowns mit GST-HPV5E6 und GST-HPV5E7 erfolgten unter den gleichen Be-
dingungen und mit gleichen Proteinmengen. Als Interaktoren fu¨r E7 konnten 5 Pro-


































Abbildung 7: Veriﬁkation von Interaktionskandidaten durch GST-Pulldown (A) Neun Kan-
didaten aus dem Yeast-two-hybrid- oder GST-Pulldown-Screening wurden in vitro transkribiert/transla-
tiert und durch Inkorporation von 35S-Methionin radioaktiv markiert. 30 µL Translationsansatz wurden
in 293T-Zellextrakten aufgenommen, mit Bindepuﬀer verdu¨nnt und nach 2-stu¨ndiger Inkubation mit
GST-HPV5E6 oder GST-HPV5E7 u¨ber Glutathionsepharose aﬃnita¨tsgereinigt. Der Nachweis der kom-
plexierten Proteine erfolgte durch Autoradiographie. (B) Zusammenstellung der Ergebnisse des Pull-
downs, +/- ...speziﬁsche/unspeziﬁsche Interaktion mit E6 oder E7, PC ...Positivkontrolle (bekannter
Interaktor), n.t. ...Protein nicht translatiert
(ANXA1), Methenyltetrahydrofolate Cyclohydrolase (MTHFD1), CTNN2A und Myo-
sin1C (MYOIC) (Abbildung 7 A). Die Bindung des Hitzeschockproteins 8 (HSPA8) ist
als unspeziﬁsch zu bewerten, da a¨hnliche Mengen Protein an GST und GST-HPV5E7
binden. Fu¨r das Formin-bindende Protein 4 (FNBP4) konnte keine Interaktion mit E7
nachgewiesen werden. Von den potentiellen Interaktoren von HPV5 E6 stand nur einer,
TSPO, als cDNA-Klon zur Verfu¨gung. E6 bindet sowohl an das Translokator Protein
(TSPO), als auch an die Positivkontrolle Smad3. Der Versuch wurde insgesamt drei-
mal mit reproduzierbarem Ergebnis durchgefu¨hrt. In Abbildung 7 B sind die Ergebnisse
dieser GST-Pulldown-Experimente zusammengefasst.
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4.2 Analyse der Interaktion von E6 und E7 mit dem
Nuclear Mitotic Apparatus Protein 1 (NuMA)
Unter den potentiellen Bindepartnern aus dem Interaktorscreening wurde das Nuclear
Mitotic Apparatus Protein 1 fu¨r eine na¨here Analyse der Interaktion ausgewa¨hlt. Ge-
nomische Instabilitat ist ha¨uﬁg ein Merkmal von maligner Transformation und kann in
vielen Fa¨llen auf Anomalien wa¨hrend der Zellteilung, in der Regulierung des Zellzyklus
oder des Verdopplungszyklus der Zentrosomen zuru¨ckgefu¨hrt werden. Da NuMA ein
Protein ist, das essentiell fu¨r die Stabilita¨t der mitotischen Spindel, aber auch im Pro-
zess der Zentrosomensegregation involviert ist, ist es mo¨glich, dass ein Zusammenhang
zwischen einer Sto¨rung der mitotischen Funktionen von NuMA und Poly- oder Aneu-
ploidien bestehen ko¨nnte.
Die folgenden Experimente dienten dazu, die Wechselwirkung von NuMA und den On-
kogenen E6 und E7 von HPV5 und HPV8 und ihre Auswirkung auf Zellteilung und
genomische Stabilita¨t zu untersuchen.
4.2.1 NuMA interagiert mit E6 und E7 in vitro und in vivo
Obwohl urspru¨nglich im Yeast-two-hybrid-Screening als Interaktor fu¨r E6 identiﬁziert,
entschieden wir zu u¨berpru¨fen, ob NuMA auch E7 der untersuchten kutanen HPV-
Typen bindet. Zuerst wurden GST-Pulldown-Versuche mit Extrakten aus 293T und
GST-Fusionsproteinen von E6 und E7 der Typen HPV5 und HPV8 durchgefu¨hrt. Die
Assoziation von NuMA und E6 konnte auf diesem Weg besta¨tigt werden (Abbildung
8 A). Bemerkenswerterweise pra¨zipitierte NuMA auch mit GST-HPV5E7 und GST-
HPV8E7.
Um die Bindung unter physiologischen Bedingungen zu testen, wurden Immunpra¨zipi-
tationen (IPs) mit Extrakten von mit E6- oder E7-transﬁzierten 293T-Zellen angefertigt.
Da keine Antiko¨rper gegen E6 oder E7 der untersuchten Typen zur Verfu¨gung stehen,
wurden die ORFs in den Expressionsvektor pCMV-SPORT mit 3xﬂag-Sequenz kloniert.
Anti-ﬂag Antiko¨rper kopra¨zipitierten ﬂag-E6/E7 und NuMA aus allen vier Proben, nicht
aber aus der mock-transﬁzierten Kontrolle (Abbildung 8 B). Die Kontrollen mit unspe-
ziﬁschen IgG-Antiko¨rpern waren ebenfalls negativ.
Beide Onkogene, E6 und E7, von HPV5 und HPV8 interagieren also mit NuMA. Gemes-
sen an den Verha¨ltnissen von pra¨zipitiertem NuMA und Fusionsprotein besitzt dabei E6
eine ho¨here Bindeaﬃnita¨t als E7 (8 A und B).
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Abbildung 8: NuMA bindet speziﬁsch an E6 und E7 von HPV5 und HPV8 (A) Western
Blot der Pulldownanalyse von 293T-Extrakten mit den angegebenen GST-Fusionsproteinen. Der Pull-
down wurde 2 h bei 4 ∘C durchgefu¨hrt. 1/10 des eingesetzten Extrakts wurde als Referenz aufgetragen,
der Blot wurde mit anti-GST und anti-NuMA inkubiert. (B) Western Blot-Analyse der anti-ﬂag-IP mit
Zellextrakten aus E6- oder E7-transﬁzierten 293T. Die Immunpra¨zipitationen mit anti-ﬂag oder unspe-
ziﬁschen Maus-IgG-Antiko¨rpern wurden u¨ber Nacht bei 4 ∘C durchgefu¨hrt. anti-ﬂag-IP in den Spuren
6-10, Kontrollen in Spuren 1-5 und 11-15. 1/20 des eingesetzten Extrakts wurde als Referenz aufgetragen,
die Detektion erfolgte mit anti-NuMA und anti-ﬂag Antiko¨rpern. *...unspeziﬁsche Bande
4.2.2 Deletion des pRb-Bindemotivs verhindert die Bindung an
NuMA fu¨r E7 von HVP16, nicht aber fu¨r HPV5 E7
Zeitgleich zu unseren Untersuchungen wurde vero¨ﬀentlicht, dass auch E7 von HPV16,
HPV6b und HPV11 mit NuMA assoziiert, wobei die Bindung u¨ber den C-Terminus
von E7 erfolgt. Deletion der Aminosa¨uren 79-83 (pRb-Bindemotiv) von HPV16 E7 oder
Austausch des Cystein an Position 91 durch Serin hebt die Interaktion mit NuMA auf
(Nguyen und Mu¨nger, 2009). Da sich diese Aminosa¨uren in konservierten Bereichen der
α1- beziehungsweise α2-Helices der CR3-Region beﬁnden, liegt die Vermutung nahe, dass
auch E7 der kutanen HPVs u¨ber diese Strukturen bindet. Sechs verschiedene Mutanten
von HPV5 E7, inklusive einer ∆79-83-Variante, wurden mit GST-Pulldown auf ihre Af-
ﬁnita¨t gegenu¨ber NuMA untersucht. Die Mutanten I2P, ∆26-29, E31G, R66E, I67R und
∆79-83 wurden freundlicherweise von Dr. Ramon Garcia-Escuderon (CIEMAT, Spani-
en) zur Verfu¨gung gestellt und als N-terminale GST-Fusion in den Expressionsvektor
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Abbildung 9: Vergleich der NuMA-Aﬃnita¨t von Wildtyp- und mutiertem HPV5 E7 Western
Blot der Pulldownanalyse von 293T-Extrakten mit GST-Fusionen von Wildtyp-E7 und sechs Mutanten.
Der Pulldown wurde 2 h bei 4 ∘C durchgefu¨hrt. 1/10 des eingesetzten Extrakts wurde als Referenz
aufgetragen, der Blot wurde mit anti-GST und anti-NuMA inkubiert.
Cos-7-Zellen und unter Verwendung verschiedener Protokolle, einschließlich des durch
Nguyen et al. beschriebenen durchgefu¨hrt. In keinem der Experimente wurde eine signi-
ﬁkant vera¨nderte Bindungsfa¨higkeit einer der Mutanten beobachtet (Abbildung 9), auch
die fu¨r HPV16 als bindungsdeﬁzient beschriebene Deletionsmutante ∆79-83 band mit
dem Wildtyp vergleichbare Mengen an NuMA. Immunpra¨zipitation mit dieser Mutante
besta¨tigte die Beobachtung aus den GST-Pulldowns, es wurde keine verringerte Aﬃ-
nita¨t gegenu¨ber NuMA festgestellt (Daten nicht dargestellt). Die Schlussfolgerung aus
diesem Versuch ist, dass die pRb-Bindestelle nicht allein ausreichend fu¨r die Bindung
von NuMA an E7 ist.
4.2.3 E7 kolokalisiert mit NuMA wa¨hrend Interphase und Mitose
Die subzellula¨re Lokalisation der Interaktion zwischen E6/E7 und NuMA wurde durch
Immunﬂuoreszenz in 293T- oder Cos-7-Zellen untersucht. Nach transienter Transfektion
mit Leervektor, beziehungsweise Epitop-markiertem E6 oder E7 wurden die Zellen ﬁxiert
und gefa¨rbt. Die Lokalisation von NuMA wa¨hrend der Interphase ist nuklea¨r und wurde
durch Expression von E6 oder E7 nicht vera¨ndert (Abbildung 10). E6 und E7 waren
ebenfalls hauptsa¨chlich im Zellkern zu ﬁnden, wobei E6 sowohl von HPV5 als auch
HPV8 zusa¨tzlich eine schwache zytoplasmische Fa¨rbung zeigte. Alle vier untersuchten
Proteine kolokalisieren mit NuMA im Interphasenukleus, nach Hintergrundkorrektion
liegen die Manderskoeﬃzenten fu¨r NuMA zwischen 0,45 und 0,54 und fu¨r E6 oder E7
zwischen 0,78 und 0,91.
Die bereits im GST-Pulldown untersuchten (Abschnitt 4.2.2) Mutanten von HPV5 E7
unterscheiden sich auch bei Expression in Cos7-Zellen nicht in ihrer Aﬃnita¨t gegenu¨ber
NuMA (Abbildung 11). Fu¨r diesen Versuch wurden AU1-Fusionen der Mutanten, klo-
niert in den Expressionsvektor pcDNA3.1, hergestellt, in Cos-7-Zellen exprimiert und
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Abbildung 10: Kolokalisation von E6/E7 und NuMA im Interphasenukleus Immunﬂuores-
zenzfa¨rbung von AU1-E7 bzw. 3xﬂag-E6 (gru¨n) und NuMA (rot) in Cos-7-Zellen nach transienter Trans-
fektion mit E6 oder E7. Abgebildet sind jeweils z-Achsen-Projektionen von 12-20 Schichtaufnahmen. Fu¨r
jede Ebene wurden die PDM-Werte der kolokalisierten Pixel berechnet und in der letzten Spalte als z-
Projektion in Pseudofarben dargestellt. PDM=(Intensita¨trot- Mittlere Intensita¨trot)×(Intensita¨tgru¨n –
Mittlere Intensita¨tgru¨n), berechnet unter Verwendung des ”
Intensity Correlation Analysis“-Plugins fu¨r
ImageJ.
durch Immunﬂuoreszenz abgebildet. Die durch die Kolokalisationsanalyse erhaltenen
Manderskoeﬃzienten liegen fu¨r alle Mutanten im Bereich von 0,8 bis 0,85. Die Asso-
ziation mit NuMA ist im Interphasenukleus bei allen sechs Mutanten, auch der pRb-
Bindestellenmutante, ebenso stark wie die des HPV5 E7-Wildtypproteins. Dieses Er-
gebnis besta¨tigt die Beobachtung aus dem GST-Pulldown, dass die Bindung an NuMA
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Abbildung 11: Kolokalisation von E7-Mutaten und NuMA im Interphasenukleus Immun-
ﬂuoreszenzfa¨rbung von AU1-E7 bzw. 3xﬂag-E6 (gru¨n) und NuMA (rot) in Cos-7-Zellen nach tran-
sienter Transfektion sechs Mutanten von E7. Abgebildet sind jeweils z-Achsen-Projektionen von 12
Schichtaufnahmen. Fu¨r jede Ebene wurden die PDM-Werte der kolokalisierten Pixel berechnet und in
der letzten Spalte als z-Projektion in Pseudofarben dargestellt. PDM=(Intensita¨trot- Mittlere Inten-
sita¨trot)×(Intensita¨tgru¨n – Mittlere Intensita¨tgru¨n), berechnet unter Verwendung des ”Intensity Correla-
tion Analysis“-Plugins fu¨r ImageJ.
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Abbildung 12: E7 und NuMA kolokalisieren an den Polen der mitotischen Spindel (A)
Immunﬂuoreszenzfa¨rbung von transient transﬁzierten Cos-7-Zellen. Die Bilder sind z-Projektionen der
Aufnahmen von 15-18 Ebenen von AU1-E7 bzw. 3xﬂag-E6 (gru¨n) und NuMA (rot), sowie U¨berlagerung
beider Kana¨le (merge). Kolokalisierte Pixel wurden mit Hilfe des
”
Colocalization Highliter“-Plugins
in ImageJ dargestellt, beru¨cksichtigt wurden nur Pixel die u¨ber einer Grenzwertintensita¨t von 100
(8bit) lagen und deren Intensita¨t in beiden Kana¨len zu mindestens 95% korrelierten. (B) Immunﬂuores-
zenzfa¨rbung von NuMA (rot) und AU1-E7 (gru¨n) in HPV5 (oben) und HPV8 (unten) E7-exprimierenden
Cos7-Zellen. Die roten Pfeile weisen auf Zentrosomen, an denen die NuMA-Fa¨rbung nicht mit der
Fa¨rbung fu¨r E7 kolokalisiert ist.
nicht allein u¨ber die pRb-Bindestelle geschieht.
Zellen, die sich in der Teilungsphase beﬁnden, zeigen eine starke Fokussierung von Nu-
MA an den Zentrosomen, sowie in Prophase und Prometaphase entlang der Mikrotubuli
der mitotischen Spindel. Die Fa¨rbung gegen E6 und E7 erstreckt sich vergleichswei-
se diﬀus u¨ber die gesamte Zelle, wobei jedoch E7 mit NuMA an beiden Spindelpolen
kolokalisiert ist. Abbildung 12 A zeigt repra¨sentative Immunﬂuoreszenzaufnahmen von
HPV5 und HPV8 E6- oder E7-transﬁzierten mitotischen Cos-7-Zellen. Als Kontrolle
wurde zusa¨tzlich HPV16 E7 untersucht. Kolokalisierung mit NuMA wurde fu¨r E7 von
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allen drei Typen festgestellt, nicht aber fu¨r die E6-Proteine. Entgegen der Beobach-
tung von Nguyen und Mu¨nger (2009), dass in etwa 13% der mitotischen HPV16 E7-
exprimierenden Zellen NuMA (und auch Dynein) von den Spindelpolen dislokalisiert ist,
wurde weder nach Expression von E7 der kutanen Typen, noch fu¨r HPV16 E7, eine
abnormale NuMA-Fa¨rbung festgestellt. Interessanterweise weist jedoch ein geringer Teil
Cos-7-E7-Zellen, 3,5 % (5/142 Zellen) fu¨r HPV5 E7, eine Kolokalisation von NuMA und
E7 an nur einem der Spindelpole auf (Abbildung 12 B), wa¨hrend NuMA auch in diesen
Zellen normal lokalisiert. Unorganisierte Metaphasen mit atypischem Chromosomenali-
gnment wurden sowohl in den Kontrollzellen, als auch in Zellen beobachtet, in denen E7
und NuMA an den Zentrosomen kolokalisieren. Ob statistisch signiﬁkante Unterschie-
de im Auftreten dieser atypischen Metaphasen zwischen den verschieden Transfektanten
bestehen, kann hier nicht festgestellt werden, da nur fu¨r HPV5 ausreichend Metaphasen-
Zellen zur Auswertung zur Verfu¨gung standen.
4.2.4 HPV5 und HPV8 induzieren keine Aneuploidie in prima¨ren
Keratinozyten
Die eindeutige Kolokalisierung von NuMA und E7 (nicht aber E6) aller drei untersuchter
HPV-Typen wa¨hrend der Mitose warf die Frage auf, ob die Bindung von E7 Auswir-
kungen auf die mitotischen Funktionen von NuMA hat. Defekte in der Stabilita¨t der
Spindel oder der Ausrichtung der Chromosomen wa¨hrend der Metaphase ko¨nnen zu An-
euploidie fu¨hren, besonders im Zusammenwirken mit einem gesto¨rten (post-)mitotischen
Spindelkontrollpunkt. Beide Pha¨nomene sind fu¨r den HPV-Hochrisikotyp 16 bereits be-
schrieben (Duensing und Mu¨nger, 2002; Heilman et al., 2009; Patel et al., 2004; Thomas
und Laimins, 1998). Um das Auftreten von Aneuploidie oder Polyploidie fu¨r die kutanen
HPV-Typen 5 und 8 zu untersuchen, wurden prima¨re Keratinozyten (NHEK) retroviral
mit einem E6/E7-Konstrukt transduziert und selektiert. Der DNA-Gehalt der Zellen
wurde nach Fa¨rbung mit Propidiumiodid mittels Durchﬂusszytometrie analysiert. Ab-
bildung 13 A und C zeigen, dass keiner der kutanen Typen einen Anstieg der Population
mit einem DNA-Gehalt gro¨ßer als 4N bewirkt. Nur die HPV16 E6/E7-Kontrolle zeigt
eine leichte Erho¨hung dieser Population.
Da die spontane Aneuploidisierung, wahrscheinlich aufgrund der kurzen Zeit der Ex-
pression von E6/E7, sehr gering war, wurden die Experimente wiederholt, erga¨nzt um
eine 24-stu¨ndige Behandlung mit Nocodazol. Nocodazol inhibiert die Polymerisation der
Mikrotubuli und bewirkt einen Zellzyklusarrest durch Aktivierung des Spindelkontroll-
punktes. Diese Behandlungsmethode wird als biologisch relevant angesehen, da ange-
nommen wird, dass eine verla¨ngerte in-vitro-Kultivierung unter Expression von E6 mit
hoher Wahrscheinlichkeit zur Aktivierung dieses Kontrollpunktes fu¨hrt (Heilman et al.,





Abbildung 13: Keine erho¨hte Aneuploidie nach Expression von E6 und E7 der kutanen
HPV-Typen 5 und 8 Asynchrone Kulturen von NHEK, transduziert mit Leervektor, pLXSN-5E6E7,
pLXSN-8E6E7 oder pLXSN-16E6E7 wurden mit (A) DMSO (
”
-Noc“) oder (B) 100 ng/mL Nocodazol
behandelt. Nach 24 h wurden die Zellen geerntet, ﬁxiert und nach Fa¨rbung mit Propidiumiodid mittels
Durchﬂusszytometrie analysiert. Abgebildet sind Histogramme von einem repra¨sentativen Experiment.
(C) Auswertung der PI-Fa¨rbung nach DMSO- oder Nocodazolbehandlung von insgesamt zwei Experi-
menten mit jeweils 2 Replikaten pro Probe. Im Diagramm dargestellt ist der Anteil Zellen mit einem
DNA-Gehalt u¨ber 4N in Prozent der Gesamtpopulation. Die Fehlerbalken zeigen jeweils die Mittelwer-
te der zwei Einzelexperimente an, die Zahlen u¨ber den Sa¨ulen entsprechen dem Mittelwert aller vier
Messwerte.
Vergro¨ßerung der >4N-Population von HPV5 oder HPV8 E6/E7-exprimierenden Zellen
gegenu¨ber den Kontrollzellen festgestellt (Abbildung 13 B und C), wa¨hrend die Expres-
sion von HPV16 E6/E7 einen etwa 5,5fachen Anstieg bewirkte.
4.2.5 Expression von E6/E7 bewirkt keine deutliche Verla¨ngerung der
G2/M-Phase
Auch wenn in den oben beschriebenen Experimenten keine Aneuploidisierung durch
E6/E7 der untersuchten kutanen HPVs gefunden wurde, ist dadurch nicht auszuschlie-
ßen, dass eine Interferenz mit der Funktionalita¨t des mitotischen Apparates in Langzeit-
kultur und im Zusammenspiel mit anderen Eigenschaften der HPV-Onkogene (wie zum
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Abbildung 14: Zellzyklusproﬁl von HPV E6/E7-exprimierenden Keratinozyten Asynchrone
Kulturen von NHEK, transduziert mit Leervektor, pLXSN-5E6E7, pLXSN-8E6E7 oder pLXSN-16E6E7
wurden nach 30-minu¨tiger Inkubation mit 100 µM BrdU geerntet und ﬁxiert. DNA wurde mit Propidi-
umiodid, BrdU mit monoklonalem anti-BrdU-Antiko¨rper gefa¨rbt. Die Analyse erfolgte durch Durchﬂus-
szytometrie. (A) Abgebildet sind Histogramme von einem (von 2) repra¨sentativen Experiment. (B) Quan-
tiﬁzierung der Zellzyklusproﬁle anhand der BrdU/PI-Fa¨rbungen (2 Experimente im Duplikat) und unter
Verwendung von PI-gefa¨rbten Proben (ohne BrdU, 3 Experimente im Duplikat). Die Zellzyklusproﬁle
letzterer wurden mit der Cell Cycle-Plattform von FlowJo ausgewertet, wobei das Dean-Jett-Fox-Model
angewendet wurde.
Beispiel der Aufhebung von Zellzykluskontrollpunkten) zu genomischer Instabilita¨t bei-
tragen ko¨nnen. Die Interaktion von HPV16 E7 mit NuMA fu¨hrt zu einer Destabilisierung
des mitotischen Komplexes NuMA/Dynein, wodurch die Ausrichtung der Chromosomen
in der A¨quatorialebene wa¨hrend der Prometaphase gesto¨rt wird. Die chromosomal desor-
gansierten Prometaphasen entwickeln sich schließlich zu augenscheinlich normalen Me-
taphasen mit korrekter Chromosomenausrichtung, die dabei entstehende Verzo¨gerung
fu¨hrt jedoch in 3T3-Zellen zu einer Verla¨ngerung der Mitosephase um 19% (Nguyen und
Mu¨nger, 2009).
Um zu untersuchen, ob dieser Eﬀekt auch fu¨r kutanes E7 zu ﬁnden ist, wurden NHEK
retroviral mit E6/E7-Konstrukten transduziert und selektiert. Um die einzelnen Zellzy-
klusphasen besser unterscheiden zu ko¨nnen, wurden parallel zur Fa¨rbung mit Propidi-
umiodid DNA-synthetisierende Zellen durch Inkorporation von BrdU sichtbar gemacht
und mittels Durchﬂusszytometrie analysiert.
Die in Abbildung 14 dargestellten Ergebnisse dieser Experimente zeigen, dass weder
HPV5 und HPV8, noch HPV16 E6/E7 das Zellzyklusproﬁl von Keratinozyten im Ver-
gleich zu den Leervektor-behandelten Zellen wesentlich vera¨ndern. Lediglich die >4N-
Population in den HPV16-exprimierenden Zellen kann als signiﬁkant erho¨ht (etwa ver-
doppelt) festgestellt werden, was die Beobachtungen aus Abschnitt 4.2.4 besta¨tigt. Eine
Verla¨ngerung der Prometaphase mu¨sste dazu fu¨hren, dass sich vermehrt Zellen in der
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G2/M-Phase beﬁnden. Nur fu¨r HPV5 und HPV16 wurde eine leicht, aber nicht signiﬁ-
kant erho¨hte G2/M-Phase-Population gefunden. Versuche mit 293T und NIKS, in denen
E6 und E7 einzeln exprimiert wurden, fu¨hrten zum selben Ergebnis. Auch hier wurden
fu¨r HPV5 und HPV16 eine geringfu¨gig erho¨hte, aber nicht statistisch signiﬁkante Anzahl
G2/M-Zellen beobachtet.
4.2.6 HPV5 und HPV8 E6/E7 beeinﬂussen den Duplikationszyklus
der Zentrosomen in prima¨ren Keratinozyten
Neuere Untersuchungen bringen NuMA in Verbindung mit der Eg5-abha¨ngigen Zentro-
somtrennung in der Prometaphase. Nach der Durchtrennung der Faserbru¨cke zwischen
den Zentriolen mu¨ssen die Zentrosomen an gegenu¨berliegende Seiten des Nukleus wan-
dern, damit eine bipolare Spindel ausgebildet werden kann. Eg5 ist verantwortlich fu¨r
diese Bewegung, indem es die antiparallelen Mikrotubuli auseinanderschiebt, die von den
Zentrosomen ausgehen. Eine Voraussetzung dafu¨r ist die Verankerung der Mikrotubuli
zwischen Kinetochoren und Zentrosomen, wofu¨r sowohl Dynein als auch NuMA notwen-
dig sind (Silk et al., 2009; Lim et al., 2009). In den meisten Fa¨llen fu¨hrt ein Fehlschlagen
der Zentrosomtrennung zur Ausbildung einer monopolaren Spindel, die einen Zellzyklus-
arrest auslo¨st. Es ist jedoch denkbar, dass in Einzelfa¨llen, z.B. in Zellen mit gesto¨rter
Zellzykluskontrolle dabei lebensfa¨hige Tochterzellen entstehen, deren Zentrosomenzahl
(und mo¨glicherweise Chromosomen-Anzahl) von der einer normalen Zelle abweicht. Es
ist bekannt, dass Anomalien der Zentrosomenzahl ein erho¨htes Risiko fu¨r Fehlsegregation
von Chromosomen und damit fu¨r die genomische Stabilita¨t bedeuten ko¨nnen (Duensing,
2005). Um zu u¨berpru¨fen, ob die Expression von E6/E7 und damit mo¨glicherweise die
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Abbildung 15: ZHPV E6/E7 bewirken die Generation von u¨berza¨hligen Zentrosomen in
NHEK Immunﬂuoreszenzfa¨rbung NHEK, transduziert mit Leervektor, pLXSN-5E6E7, pLXSN-8E6E7
oder pLXSN-16E6E7. Die Bilder zeigen die U¨berlagerung der z-Projektionen (13 Ebenen) von Aufnah-
men von Perizentrin und DAPI. Beispiele fu¨r (A) Zellen mit
”
normaler“ Zentrosomenzahl, (B) Zellen
mit u¨berza¨hligen Zentrosomen. (C) Zusammenstellung der Chromosomenzahl pro Zelle in Kontrolle oder
HPV5/HPV8/HPV16 fu¨r zwei Experimente; in jedem Experiment wurden jeweils 100 bis 200 Zellen aus-
geza¨hlt. Die Ergebnisse sind dargestellt als Prozentsatz aller geza¨hlten Zellen.
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Interaktion zwischen E6 oder E7 mit NuMA einen Einﬂuss auf den Duplikationszy-
klus der Zentrosomen hat, wurden NHEK retroviral mit E6/E7 transduziert. Die Zahl
der Zentrosomen pro Zelle wurde durch Immunfa¨rbung mit anti-Perizentrin bestimmt.
Wa¨hrend in Kontrollzellen keine abnormen Zentrosomenzahlen beobachtet wurden, wei-
sen jeweils 2% (6/306 Zellen) der pLXSN-HPV5 E6/E7-NHEK und 3% (8/262 Zellen)
der pLXSN-HPV5 E6/E7-NHEK mehr als zwei Zentrosomen pro Zelle auf (Abbildung
15). In HPV16 E6/E7-exprimierenden NHEK liegt dieser Anteil mit 7,5% (22/294 Zel-
len) noch ho¨her, was die fu¨r HPV16 bereits vero¨ﬀentlichten Daten besta¨tigt (Duensing
et al., 2009). Die Expression von E6 und E7 der kutanen Typen 5 und 8, als auch von
HPV16 fu¨hrt also in prima¨ren Keratinozyten zur Anha¨ufung u¨berza¨hliger Zentrosomen.
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4.3 Analyse der Interaktion von E7 mit nuklearem Myosin
1 (NM1)
Das zweite Protein, dessen Interaktion mit den HPV-Onkogenen in dieser Arbeit na¨her
untersucht wurde, ist eine nukleare Isoform von Myosin 1 (NM1, Genname MYOIC).
NM1 ist ein kernlokalisiertes, keine Filamente formendes Motorprotein aus der Super-
familie der Aktin-aktivierten ATPasen. Die nuklearen Funktionen von NM1 umfassen
eine funktionelle Beteiligung an trankriptionellen Prozessen durch Interaktion mit den
RNA-Polymerasen I und II, sowie den Aktin-abha¨ngigen intranuklaren Transport von
aktivierten Chromosomregionen (Grummt, 2006; Hofmann et al., 2006).
Myosin1C wurde durch GST-Pulldown als potentieller Interaktor fu¨r HPV5 und HPV8
E7 identiﬁziert (Tabelle 6), wobei aus der Sequenzanalyse nicht hervorgeht, welche Iso-
form von Myosin1C gebunden wird.
4.3.1 NM1 interagiert in vitro speziﬁsch mit HPV8 E7
Da E7 ein hauptsa¨chlich nuklear lokalisiertes Protein ist, liegt die Vermutung nahe, dass
E7 an die nukleare Isoform von Myosin1C bindet. Um zu u¨berpru¨fen, ob diese Vermutug
zutriﬀt, und NM1 durch E7 gebunden wird, wurden Immunpra¨zipitationen angefertigt.
Dafu¨r wurden 293T-Zellen mit HPV5 oder HPV8 E7-3xﬂag transﬁziert und extrahiert.
Die Versuche wurden sowohl mit endogenem Myosin, als auch nach U¨berexpression des
Proteins durchgefu¨hrt. Fu¨r die Detektion von NM1 wurde ein Antiko¨rper verwendet,
der speziﬁsch an den C-Terminus der nuklearen Isoform von Myosin1C bindet.
Unter den verwendeten Pra¨zipitationsbedingungen ist die Assoziation zwischen E7
und NM1 sehr schwach. Weder HPV5 E7, noch HPV8 E7 ko¨nnen endogenes NM1 ko-
pra¨zipitieren. U¨berexprimiertes NM1 wird nach Pra¨zipitation mit anti-ﬂag-Antiko¨rper
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Abbildung 16: Nukleares Myosin 1 kopra¨zipitiert mit HPV8 E7 Western Blot-Analyse der
Immunpra¨zipitation von HPV8 E7-ﬂag. 293T-Zellen wurden mit pCMV-SPORT-3xﬂag oder pCMV-
SPORT-HPV8 E7-3xﬂag allein oder zusa¨tzlich mit pcDNA-NM1 (+) transﬁziert. Die Pra¨zipitation mit
anti-ﬂag-Antiko¨rper wurde fu¨r 4 h bei 4 ∘C durchgefu¨hrt. Als Referenz wurde 1/50 des eingesetzten
Extrakts aufgetragen (links), die Detektion erfolgte mit anti-NM1 und anti-ﬂag Antiko¨rpern.
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durch den NM1-speziﬁschen Antiko¨rper detektiert, wobei sich ein deutlicher Unterschied
in der Aﬃnita¨t von HPV5 E7 und HPV8 E7 gegenu¨ber NM1 zeigt. Wa¨hrend HPV5 E7
weder an endogenes noch u¨berexprimiertes NM1 bindet (Ergebnisse nicht dargestellt),
kopra¨zipitiert u¨berexprimiertes NM1 mit HPV8 E7-ﬂag (Abbildung 16).
4.3.2 NM1 und HPV8 E7 kolokalisieren im Nukleus
Die Bindung von HPV8 E7 an NM1 wurde auch durch Immunﬂuoreszenzfa¨rbung u¨berpru¨ft.
HPV8 E7-AU1 wurde in Cos-7-Zellen exprimiert und mit einem anti-AU1-Antiko¨rper
nachgewiesen. Endogenes NM1 wurde mit einem gegen NM1 gerichteten Antiko¨rper an-
gefa¨rbt. Beide Proteine sind nuklear lokalisiert und kolokalisieren (Abbildung 17, obere
Reihe). Die Speziﬁta¨t des NM1-Antiko¨rpers war jedoch mangelhaft, so dass auch nach
Optimierung der zur Fa¨rbung verwendeten Zweitantiko¨rper-Konzentrationen eine Hin-
tergrundfa¨rbung des Zytoplasmas zu sehen war. Es bestanden daher Zweifel, ob die
beobachtete Kolokalisation von NM1 und E7 tatsa¨chlich, oder nur eine Artefaktfa¨rbung
war. Um die Speziﬁta¨t des Kolokalisationssignals zu u¨berpru¨fen, wurden HPV8 E7-
exprimierende Cos-7-Zellen mit dem Myosin-Inhibitor 2,3-Butandion-Monoxim (BDM)
behandelt, der die Destabilisierung des Actin/Myosin-Komplexes bewirkt (Yarrow et al.,
2003). Nach Behandlung mit 5 und 10 µM BDM verschwindet das NM1-Signal aus




Abbildung 17: Kolokalisation von nuklearem Myosin 1 und HPV8 E7 Immunﬂuores-
zenzfa¨rbung von AU1-E7 (gru¨n) und NM1 (rot) in Cos-7-Zellen nach transienter Transfektion mit HPV8
E7-AU1. Abgebildet sind unbehandelte Zellen und Zellen nach Behandlung mit 5 µM oder 10 µM Myosin-
Inhibitor BDM. Alle Bilder sind z-Achsen-Projektionen von 15 Schichtaufnahmen.
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dem Zellkern (Abbildung 17, untere Reihen), wa¨hrend die Hintergrundfa¨rbung beste-
hen bleibt. Auch die Kolokalisation von NM1 und E7 wird mit zunehmender BDM-
Konzentration schwa¨cher bzw. ist in Zellen, die mit 10 µM BDM behandelt wurden,
nicht mehr vorhanden. Aus diesem Experiment ko¨nnen zwei Schlussfolgerungen gezogen
werden: Erstens ist die nukleare Lokalisation von NM1 abha¨ngig von der Wechselwir-
kung mit Aktin. Und zweitens ist die beobachtete NM1-E7-Kolokalisation im Kern nur
in Anwesenheit von NM1 zu beobachten und beruht daher auf einer Assoziation der
beiden Proteine und nicht auf einer unspeziﬁschen Fa¨rbung.
4.3.3 HPV8 E7 reduziert die Synthese ribosomaler RNA
Im Nukleus u¨bernimmt NM1 Funktionen in zwei verschiedenen Prozessen: erstens in der
Initiation des Transkriptionprozesses durch die RNA-Polymerasen I und II und zweitens,
im Komplex mit Aktin, beim intranuklearen Transport von aktivierten Chromosom-
Regionen (Hofmann et al., 2006).
In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die Wechselwirkung zwischen HPV8
E7 und nuklearem Myosin 1 die Funktionalita¨t von NM1 wa¨hrend der Transkripti-
on ribosomaler DNA beeinﬂusst. Im ersten Experiment wurde die rRNA-Synthese in
E6/E7-exprimierenden prima¨ren Keratinozyten mit der von Leervektor-transduzierten
Zellen verglichen. Die Quantiﬁzierung der mittels Northern Blot detektierten pra¨-rRNA-
Mengen sind in Abbildung 18 B dargestellt. Wa¨hrend HPV5 E6/E7 keine signiﬁkante
Vera¨nderung der rRNA-Synthese bewirkt, sind die pra¨-rRNA-Level in HPV8 E6/E7-
NHEK auf etwa 50% reduziert.
Um zu untersuchen, welches der beiden Onkogene von HPV8 die beobachtete Reduk-
tion der rRNA-Transkription verursacht, wurden E6 und E7 in 293T-Zellen getrennt
exprimiert. Da nicht die gesamte Zellpopulation durch die Transfektion erreicht wird,
konnte in diesem Versuch nicht allein die endogene rDNA-Transkription ausgewertet
werden, wie es bei den G418-selektierten NHEK mo¨glich war. Aus diesem Grund wurde
mit einem rRNA-Genreporterplasmid kotransﬁziert. Aus diesem Experiment wird klar,
dass HPV8 E7, nicht aber E6 oder HPV5 E7, eine deutliche Abnahme von ribosoma-
len RNA-Transkripten bewirkt (Abbildung 18 C). Die im Northern Blot detektierten
Reporter-Transkript-Mengen sind in HPV8 E7-transﬁzierten Proben auf etwa 50% ver-
ringert. Die Expression von E7 von HPV5 fu¨hrt im Mittel ebenfalls zu einer Verringe-
rung, die Streuung der Einzelwerte ist jedoch zu groß, um dieses Ergebnis als signiﬁkante
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Abbildung 18: Expression von HPV 8 E7 fu¨hrt zu einer Verringerung der rRNA-Synthese
in NHEK und 293T (A) U¨berpru¨fung der RNA-Qualita¨t vor dem Northern Blot, Details zum Experi-
ment unter B. (B) Quantiﬁzierung der pra¨-rRNA in NHEK. NHEK wurden mit pLXSN, pLXSN-5E6E7
oder pLXSN-8E6E7 transduziert und mit G418 4 − 6 Tage selektiert. 5 µg Gesamt-RNA-Extrakt wurde
auf einem Agarosegel getrennt. Die pra¨-rRNA-Transkripte wurden mittels Northern Blotting analysiert
und quantiﬁziert. Qualita¨t und Menge der eingesetzten RNA in den Proben wurden durch Hybridisie-
rung mit einer anti-β-Aktin-Riboprobe u¨berpru¨ft (nicht dargestellt). Das Diagramm zeigt Mittelwert
und Standardabweichung von vier biologischen Replikaten. (C) Quantiﬁzierung der rRNA-Reporter-
Transkripte in 293T. Die Zellen wurden mit 3 µg/10cm-Kulturschale rRNA-Genreporterplasmid (pHrP2-
BH), sowie mit pcDNA3.1+ bzw. Konstrukten mit E6 oder E7 von HPV5 oder HPV8 kotransﬁziert.
Zellula¨re RNA wurde 36 h danach extrahiert, Analyse und Quantiﬁkation der pra¨-rRNA erfolgte mit-
tels Northern Blotting und Hybridisierung mit anti-pra¨-rRNA-Ribosonden. Alle Werte sind normalisiert
auf den Absolutwert der Leervektorkontrolle. Qualita¨t und Menge der eingesetzten RNA in den Pro-
ben wurden durch Hybridisierung mit einer anti-β-Aktin-Riboprobe u¨berpru¨ft (nicht dargestellt). Das
Experiment wurde einmal mit jeweils vier Replikaten durchgefu¨hrt.
4.3.4 HPV8 E7 reduziert die Aktivita¨t von RNA-Polymerase I
Um zu untersuchen, ob die Verringerung der pra¨-rRNA-Transkripte tatsa¨chlich auf ei-
ner Beeintra¨chtigung der RNA-Polymerase I-Aktivita¨t beruhen, wurden Immunﬂuores-
zenzfa¨rbungen von 5-Fluorouridin(FUrd)-markierten HPV8 E7-Cos-7-Zellen analysiert
(Abbildung 19). FUrd wird in neusynthetisierte RNA-inkorporiert. Der kurze FUrd-
Inkorporationszeitraum (15 min) la¨sst eindeutige Ru¨ckschlu¨sse auf die RNA-Polymerase
I-Aktivita¨t zu. Die Synthese nuklearer RNA ist in etwa 50% der HPV8-E7-Transfektanten
stark reduziert (siehe Aufnahmen in Zeile 1 und 2 von HPV8 E7 in Abbildung 19),
in etwa weiteren 10% der Zellen wurde zwar keine Reduktion der FUrd-Inkorporation
beobachtet, aber eine Fokussierung der RNA-Synthese auf den Randbereich der Nu-
kleoli (siehe unterste Zeile in Abbildung 19). Zum Vergleich wurden Leervektor (mock)-
und HPV5 E7-transﬁzierte Zellen mit FUrd markiert. In beiden Fa¨llen wurden deutlich
ho¨here Mengen an neu synthetisierter RNA detektiert als bei HPV8 E7, wobei die RNA
















Abbildung 19: HPV8 E7 reduziert die Aktivita¨t der RNA-Polymerase I Immunﬂuores-
zenzfa¨rbung von transient transﬁzierten Cos-7-Zellen. 36 h nach der Transfektion mit E7-AU1 wurden
die Zellen mit 5-Fluorouridin (FUrd) fu¨r 10 min markiert, ﬁxiert und gefa¨rbt. Spalten 1,2 und 3 zeigen
z-Projektionen der Aufnahmen von 18 Ebenen von DNA (Dapi, blau), AU1-E7 (gru¨n) und inkorporier-
tem FUrd (rot), sowie die U¨berlagerung der drei Kana¨le (merge 1+2+3). Spalten 4 und merge (3+4)
zeigen jeweils nur eine Schichtaufnahme innerhalb der Zelle, um die relative Lokalisation von Nukleoli
und RNA zu verdeutlichen.
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Zusammen betrachtet demonstrieren die oben beschriebenen Experimente, dass HPV 8
E7 (aber nicht HPV5 E7), mo¨glicherweise durch eine Interaktion mit nuklearem Myosin
1, die Aktivita¨t der RNA-Polymerase I vermindert und somit die Synthese ribosomaler
RNA reduziert.
5 Diskussion
5.1 Identiﬁkation neuer Interaktoren fu¨r E6 und E7 von
HVP5 und HPV8
Ziel dieser Arbeit war, noch unbekannte Interaktoren fu¨r die potentiellen Onkogene E6
und E7 von HPV5 und HPV8 zu identiﬁzieren und die Interaktion mit diesen Pro-
teinen hinsichtlich ihrer Funktion und ihres Transformationspotentials zu untersuchen.
Auf der Suche nach neuen Interaktoren wurden zwei Verfahren verwendet. Zum einen
wurden zellula¨re Proteine mit E6- und E7-GST-Fusionsproteinen komplexiert und ge-
reinigt (GST-Pulldown) und massenspektrometrisch identiﬁziert. Zum anderen wurde
das Yeast-two-hybrid-System verwendet, um mit Hilfe mehrerer cDNA-Bibliotheken E6-
oder E7-bindende Proteine zu isolieren. Dieser doppelte Ansatz wurde in der Erwartung
gewa¨hlt, dass sich beide Verfahren erga¨nzen. Das Yeast-two-hybrid-System hat den Vor-
teil, dass die Protein-Protein-Interaktionen unter in vivo-a¨hnlichen Bedingungen unter-
sucht werden und dass in einem Screening-Ansatz zehntausende Interaktoren parallel
untersucht werden ko¨nnen. Der Nachteil dieses Systems besteht darin, dass Faltung und
Modiﬁkation vieler Proteine im Hefenukleus anders als in der natu¨rlichen Umgebung
vorgenommen wird. Dadurch ko¨nnen Oberﬂa¨che und Struktur der Proteine vera¨ndert
sein und es kommt zur Isolierung von falsch-positiven beziehungsweise Nicht-Isolierung
von falsch-negativen Interaktionen. Das GST-Pulldown-Verfahren kennt diesen Nachteil
nicht und ist zudem weniger kostspielig und aufwendig.
Tatsa¨chlich u¨berschneiden sich die Ergebnisse fu¨r die GST-Pulldown- und Yeast-two-
hybrid-Screens nur in der gemeinsamen Identiﬁkation des Translationselongationsfaktors
eEF1A1 als Interaktionspartner von E7. Insgesamt wurden 13 potentielle Interaktoren
fu¨r E6 und 22 fu¨r E7 isoliert (Tabellen 6 und 7). Auﬀa¨llig viele, insgesamt 10, Kandi-
daten sind in die Prozesse von Translation und Transkription involviert. Darunter sind
TOX high mobility group box family member 4 (TOX4), deformed epidermal autoregula-
tory factor 1 (DEAF1), v-myc myelocytomatosis viral related oncogene (MYCN), sowie
der eukaryotische Transkriptionselongationsfaktor 1 alpha 1 (eEF1A1). Da in dieser Ar-
beit nach Interaktoren gesucht wurde, die an der Entstehung von NMSC beteiligt sein
ko¨nnten, waren zudem Proteine mit Funktionen in Apoptose (TSPO, NuMA, HSPA8),
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Zellzyklus/Zellproliferation (NuMA, DEAF1) und Telomeraseregulation (YLPM1) in-
teressante Kandidaten fu¨r eine funktionelle Analyse.
Zwei der Interaktionskandidaten sind im Zusammenhang mit β-HPV schon bekannt. Der
Elongationsfaktor eEF1A1 interagiert mit HPV38 E7 (Sylla et al. (2009), siehe auch Ta-
belle 2). Diese Interaktion fu¨hrt zur Aggregation von eEF1A1 und Modulation seiner
Eﬀekte auf die Aktin-Reorganisation (Sylla et al., 2009). Fu¨r Annexin1 (ANXA1) wurde
zwar keine direkte Bindung an E6 oder E7 beschrieben, in HPV38 E6/E7-exprimierenden
Keratinozyten sind jedoch die Proteinkonzentrationen von Annexin1 und weiteren vier
Mitgliedern der Annexin-Familie stark reduziert (Bergner et al., 2009). Diese Reduktion
ko¨nnte auf einem versta¨rkten E6AP/Ubiquitin-vermittelten proteasomalen Abbau von
Annexin beruhen (Shimoji et al., 2009).
Um falsch-positive Interaktionen aus den Kandidatenlisten herauszuﬁltern, wurde nach
einer Strategie zur Veriﬁkation gesucht. Immunpra¨zipitation wurde nach anfa¨nglichen
Experimenten verworfen, da es schwierig war, geeignete Antiko¨rper gegen alle Kandida-
ten zu ﬁnden. Einige der in den Screens gefundenen Interaktionen konnten schließlich
durch GST-Pulldown mit GST-E6 oder -E7 besta¨tigt werden. Dafu¨r wurden Interak-
torkandidaten in vitro transkribiert und translatiert. Nur ein Bruchteil der potentiellen
Interaktoren konnte als cDNA-Klon erworben werden, daher wurden nur neun Prote-
ine untersucht. Fu¨r sieben von ihnen wurde die Interaktion mit E6 oder E7 besta¨tigt
(Abbildung 7).
Obwohl eine Vielzahl interessanter Kandidaten zur Verfu¨gung stand, musste zur Be-
schra¨nkung des Arbeitsaufwands eine Auswahl getroﬀen werden. Fu¨r eine funktionelle
Analyse ﬁel die Wahl deshalb auf NuMA, einen Interaktor von E6 aus dem Yeast-two-
hybrid-Screen, und Myosin1C, einen potentiellen Interaktor von E7. Die Untersuchungen
zur Interaktion beider Proteine mit den HPV-Proteinen, sowie die Auswirkungen dieser
Interaktionen auf die zellulla¨ren Mechanismen sind Gegenstand der na¨chsten Kapitel.
5.2 Das Nuclear mitotic Apparatus Protein als neuer
Interaktor von E6 und E7
NuMA ist ein Protein, das im Komplex mit Dynein/Dynactin essentiell fu¨r die Ausbil-
dung und Stabilisierung der mitotischen Spindel ist (Merdes et al., 1996; Fant et al.,
2004). In der zeitigen Prophase wird NuMA phosphoryliert (Sparks et al., 1995; Hsu
und Yeh, 1996) und zu den Zentrosomen transportiert (Compton et al., 1992), wo es
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verantwortlich ist fu¨r die Fokussierung der Minus-Enden der Mikrotubuli an den Spindel-
polen (Haren und Merdes, 2002). Wenn funktionelles NuMA durch siRNA, anti-NuMA-
Antiko¨rper oder Mutation aus der Zelle entfernt wird, kann die Bindung der Spindelfa-
sern an den Zentrosomen nicht aufrecht erhalten werden und es kommt zur Defokussie-
rung der Spindelpole, sowie zu Defekten bei der Ausrichtung der Chromosomen in der
Prometaphase (Silk et al., 2009; Haren et al., 2009; Merdes et al., 2000). U¨berexpression
von NuMA in verschiedenen Krebszelllinien fu¨hrt zu drastischer Erho¨hung des Auftre-
tens multipolarer Spindeln (Quintyne et al., 2005) und wird mit erho¨htem Risiko fu¨r
Brustkrebs in Verbindung gebracht (Kammerer et al., 2005).
5.2.1 E6 und E7 von HPV5 und HPV8 interagieren mit NuMA in
vitro und in vivo
NuMA ist einer der potentiellen Bindepartner von HPV5 E6, die im Yeast-two-hybrid-
Systems isoliert wurden. Durch GST-Pulldown konnte diese Bindung besta¨tigt werden
(Abbildung 8 A). Auch E6 von HPV8 assoziiert mit NuMA unter den Bedingungen des
GST-Pulldowns. HPV5 und HPV8 geho¨ren zur Spezies β1 der Papillomviren, sind also,
gemessen an der Sequenzhomologie von L1, eng verwandt (Bernard et al., 2010). Beide
werden als EV-Hochrisikotypen eingestuft. Es liegt daher nahe, dass die E6-Proteine
beider Typen gleiche Bindepartner haben und zellula¨re Prozesse u¨ber die selben Mecha-
nismen beeinﬂussen. U¨berraschend war jedoch, dass auch E7, sowohl von HPV5 als auch
HPV8, im Pulldown mit NuMA interagiert. Dieses Ergebnis suggeriert eine konzertierte
Modulation der Funktionen von NuMA durch E6 und E7. Die Interaktion aller vier Pro-
teine mit NuMA wurde in Koimmunpra¨zipitationsexperimenten besta¨tigt (Abbildung
8 B). Eine gleichermaßen an Pulldown und Koimmunpra¨zipitation gemachte Beobach-
tung ist, dass E6 eine ho¨here Aﬃnita¨t gegenu¨ber NuMA besitzt, als E7 (Abbildung 8
A+B). Mo¨glicherweise erkla¨rt die sta¨rkere Bindung von E6 die Tatsache, dass NuMA im
Yeast-two-hybrid-Screen als Interaktor von E6 identiﬁziert wurde, jedoch nicht unterden
Interaktionskandidaten von E7 war.
Zeitgleich zu unseren Untersuchungen wurde eine Studie vero¨ﬀentlicht, die zeigt, dass die
E7-Proteine der α-Papillomaviren HPV16, HPV6b und HPV77 mit NuMA assoziieren
(Nguyen und Mu¨nger, 2009). Am Beispiel von HPV16 E7 demonstrieren die Autoren,
dass diese Bindung u¨ber den C-Terminus von E7 erfolgt, wobei wahlweise die Deleti-
on des pRb-Bindemotivs, oder eine C91S-Substitution die Fa¨higkeit zur Bindung an
NuMA aufhebt. Da sich diese Aminosa¨uren in konservierten Bereichen der α1- bezie-
hungsweise α2-Helices der CR3-Region beﬁnden, liegt die Vermutung nahe, dass auch
E7 der kutanen HPVs u¨ber diese Strukturen bindet. Daher wurde eine Mutante von
HPV5 E7 untersucht, die eine Deletion der pRb-Bindestelle tra¨gt. Die Analyse der Af-
ﬁnita¨t dieser Mutante durch GST-Pulldown zeigte, dass im Gegensatz zu HPV16 eine
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Deletion der pRb-Bindestelle nicht hinreichend ist, um die Bindung von HPV5 E7 an
NuMA zu unterbinden. Es wurden fu¨nf weitere Mutanten untersucht, die in Regionen
na¨her dem N-Terminus liegen. Keine dieser Mutanten ist bindungsdeﬁzient (Abbildung
9). Eine C91S-Mutante von HPV5 E7 wurde nicht untersucht. Wie auch fu¨r HPV16
vermutet (Nguyen und Mu¨nger, 2009), erstreckt sich die Interaktionsoberﬂa¨che wahr-
scheinlich auf einen gro¨ßeren Teil des C-Terminus und ist nicht notwendigerweise mit
der pRb-Bindestelle, sondern eher mit der strukturellen Integrita¨t der Helices verbun-
den. Um die essentiellen Bindestellen fu¨r HPV5 E7 zu ﬁnden, sollten weitere Mutationen
im C-Terminus vorgenommen werden. Eine vergleichende 3D-Strukturanalyse zwischen
HPV16 und HPV5 E7 wa¨re hilfreich, um die exponierten Aminosa¨uren zu identiﬁzieren.
Durch Immunﬂuoreszenz wurde festgestellt, dass NuMA und alle vier untersuchten HPV-
Proteine wa¨hrend der Interphase im Nukleus außerhalb der Nucleoli schwach kolokali-
sieren (Abbildung 10). Die selbe Kolokalisation wurde einheitlich fu¨r alle sechs HPV5
E7-Mutanten beobachtet (Abbildung 11). Da NuMA essentiell fu¨r die Fokussierung und
Stabilisierung der Mikrotubuli der mitotischen Spindel ist, bestand der Verdacht, dass
E6 und/oder E7 durch ihre Interaktion mit NuMA in die Prozesse der Zellteilung ein-
greifen. Daher wurde zuerst u¨berpru¨ft, ob auch in mitotischen Zellen eine Assoziation
zu beobachten ist. Tatsa¨chlich kolokalisieren E7 von HPV5 und HPV8 und NuMA an
den Zentrosomen von Zellen, die sich in der Teilungsphase beﬁnden (Abbildung 12 A).
Das E6-Protein beider Typen ist wa¨hrend der Mitose nicht mit NuMA assoziiert.
Interessanterweise ist in einem geringen Teil der Zellen E7 nur an einem der Spindel-
pole zu ﬁnden, wa¨hrend NuMA normal an beiden Spindelpolen lokalisiert (Abbildung
12 B). Das Schicksal von Zellen mit dieser ungewo¨hnlichen E7-Lokalisation im Verlauf
der Mitose ist nicht bekannt. Life cell imaging ko¨nnte Aufschluss daru¨ber geben, ob
und inwiefern eine E7-NuMA-Interaktion an nur einem Spindelpol den Mechanismus
der Zellteilung beeinﬂusst.
Die Analyse des Einﬂusses der Interaktion von mitotischem NuMA und HPV5/8 E7
auf die Prozesse der Zellteilung und deren mo¨gliche Konsequenzen fu¨r die genetische
Stabilita¨t von Zellen wird im folgenden Abschnitt beschrieben.
5.2.2 Funktionelle Analyse der Interaktion von E7 und NuMA
Nguyen und Mu¨nger (2009) schlagen ein Modell vor, in dem HPV16 E7 einen Teil des
mitotischen NuMA durch eine direkte Bindung inaktiviert und den normalen Binde-
partnern unzuga¨nglich macht. Dadurch werden die mitotischen Funktionen von NuMA
nicht vollsta¨ndig abgeschaltet. Da noch
”
aktives“, nicht an E7 gebundenes NuMA,
4. Diskussion 84
zur Verfu¨gung steht, wird lediglich die Eﬃzienz verringert, mit der NuMA den Spin-
delapparat organisiert. Die Autoren beobachteten in etwa 13% der mitotischen E7-
exprimierenden Zellen eine Dislokation von NuMA und dessen Bindepartners Dynein
von den Polen der Spindel. Gleichzeitig traten in den E7-Zellen vermehrt (1,8fach) dis-
organisierte Metaphasen auf, die auf eine durchschnittlich um 19% verla¨ngerte Prophase
zuru¨ckgefu¨hrt wurden.
In der vorliegenden Arbeit wurde die Lokalisation NuMAs durch Expression von HPV5
und HPV8 E7 nicht beeinﬂusst (Abbildung 12). Bemerkenswerterweise traf dies, im Ge-
gensatz zu den Beobachtungen von Nguyen und Mu¨nger (2009), auch auf E7 von HPV16
zu. Die Lokalisation von Dynein wurde in diesem Zusammenhang nicht untersucht. Dis-
organisierte Metaphasen wurden zwar in allen Proben beobachtet, aber es konnte nicht
festgestellt werden, ob ihre Anzahl unter Einﬂuss von E7 erho¨ht war (Abschnitt 4.2.3).
Mittels Durchﬂusszytometrie wurde untersucht, ob auch HPV5 oder HPV8 E7 eine
Verla¨ngerung der mitotischen Phase bewirken. Zellen, die la¨ngere Zeit in der Prome-
taphase verweilen, sollten einen Anstieg in der G2/M-Population aufweisen. Die Zellzy-
klusproﬁle von HPV5, HPV8 oder HPV16 E6/E7-transduzierten prima¨ren Keratinozy-
ten unterscheiden sich jedoch nicht signiﬁkant von denen der Kontrollzellen, auch die
G2/M-Population ist durch E6/E7-Expression nicht erho¨ht (Abbildung 14). Es la¨sst sich
diskutieren, ob der gewa¨hlte Versuchsaufbau geeignet war, um auch geringe Diﬀerenzen
in Teilphasen der Mitose zu detektieren. Die Doppelfa¨rbung mit Dapi und anti-BrdU
la¨sst zwar die Unterscheidung von proliferierenden Zellen zu, diﬀerenziert jedoch nicht
zwischen M- und G2-Phase oder den einzelnen Mitoseteilphasen. Sicherlich wa¨re eine
mikroskopische Methode, wie life cell imaging geeigneter. Ausgeschlossen werden kann
aber, dass die E6/E7-Koexpression durch eine entgegenwirkende Aktivita¨t von E6 den
Eﬀekt von E7 auf NuMA u¨berlagert hat. Die Experimente wurden in 293T-Zellen mit
getrennt exprimiertem E6 und E7 durchgefu¨hrt und auch hier wurde keine G2/M-Phase-
Verla¨ngerung beobachtet (Abschnitt 4.2.5).
Allerdings war in HPV16 und HPV5 E6/E7-tranduzierten Keratinozyten die Zahl von
Zellen mit einem DNA-Gehalt >4N leicht erho¨ht (Abbildung 14 B).
Chromosomale Anomalien und genomische Instabilita¨t sind ha¨uﬁg Merkmale maligner
Transformation. Mikrosatelliteninstabilita¨t und/oder Verlust der Heterozygosita¨t treten
in 36% der BCC und 25%der SCC auf (Ribeiro et al., 2004). Ursache dafu¨r sind chromo-
somale Reorganisation oder Sto¨rungen im Verlauf der Zellteilung. Auch ohne die Mitose-
phase deutlich zu verla¨ngern, ko¨nnte durch NuMA-Inaktivierung in E7-exprimierenden
Zellen eine instabile oder disorganisierte Mitosespindel zur ungleichen Aufteilung des
DNA-Materials auf die Tochterzellen fu¨hren. Insbesondere wenn weitere E6- oder E7-
induzierte Mechanismen unterstu¨tzend einwirken, wie zum Beispiel eine Aufhebung des
mitotischen Spindelkontrollpunktes (Heilman et al., 2009). HPV16 E7 interferiert durch
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Bindung an pRB oder pocket proteins mit verschiedenen Zellzykluskontrollpunkten, dar-
unter auch dem Spindelkontrollpunkt (Thomas und Laimins, 1998). Es ist nicht bekannt,
ob kutane HPV-Typen den Spindelkontrollpunkt aufheben ko¨nnen, ein mo¨glicher Me-
chanismus wa¨re die Deregulierung der Spindelkontrollpunkt-Komponente Mad2 durch
eine Modulierung der pRb-Aktivita¨t (Hernando et al., 2004).
Um zu untersuchen, ob die Interaktion von HVP5 oder HPV8 E7 mit NuMA und die
mo¨glicherweise resultierende Beeintra¨chtigung der Zellteilung zu Aneuploidie fu¨hrt, wur-
de der DNA-Gehalt von E6/E7-expimierenden Zellen durchﬂusszytometrisch untersucht.
Fu¨r HPV5 und HPV8 E6/E7 wurde keine Aneuploidie festgestellt, auch nicht nach
Behandlung mit Nocodazol (Abbildung 13 A, B und C). Die Expression von HPV16
E6/E7 bewirkte dagegen eine mehr als Verfu¨nﬀachung der Zellpopulation mit einem
DNA-Gehalt u¨ber 4N. Dass E6 und E7 von HPV16 Aneuploidie verursachen ko¨nnen, ist
bereits bekannt (Duensing und Mu¨nger, 2002; Heilman et al., 2009).
Zusammenfassend muss festgestellt werden, dass die mitotischen Funktionen von NuMA
in keinem der oben beschriebenen Experimente durch die Bindung an β-HPV E7 bein-
tra¨chtigt waren. Da jedoch E7 von genitalen und kutanen HPV mit NuMA assoziieren,
ist es sehr wahrscheinlich, dass die Interaktion mit dem Nuclear mitotic Apparatus Prote-
in fu¨r humane Papillomviren bedeutend ist. E6 und E7 modulieren mo¨glicherweise nicht
die mitotischen, sondern eine der anderen Funktionen von NuMA. Auch Nguyen und
Mu¨nger (2009) sind der Meinung, dass die mitosemodiﬁzierenden Eﬀekte von HPV16
E7 nur Nebenprodukt einer E7-NuMA-Interaktion sind, die in einem anderen Bereich
Bedeutung hat. Sie spekulieren, dass HPV16 u¨ber NuMA die eigene Replikation und
die Aufrechterhaltung der Infektion fo¨rdert, indem es NuMAs Rolle in der asymmetri-
schen Zellteilung ausnutzt. Basalzellen der Epidermis teilen sich asymmetrisch in eine
zur Diﬀerenzierung designierte suprabasale und eine proliferierende basale Tochterzel-
le. Lechler und Fuchs (2005) beschreiben, dass NuMA, im Komplex LGN, Dynein und
anderen Proteinen, dabei die Position der Polarisationsachse durch Verankerung der Mi-
krotubuli an der apikalen Membran bestimmt, wodurch die korrekte Diﬀerenzierung der
Haut gewa¨hrleistet wird (siehe auch Koster und Roop (2005)). Indem E7 die Ausbildung
des NuMA/Dynein-Komplex verhindert, ko¨nnte es dafu¨r sorgen, dass aufgrund der da-
durch hervorgerufenen Sto¨rung der Zellpolarita¨t eine horizontale Zellteilung stattﬁndet
und zwei basale Zellen entstehen. Dadurch wu¨rde der Pool an Basalzellen vergro¨ßert,
der HPV fu¨r die Replikation seines Genoms zur Verfu¨gung steht. Ein solches Szenario
ko¨nnte auch auf HPV5 und HPV8 E7 zutreﬀen.
Eine weitere mitoseassoziierte Rolle von NuMA ha¨ngt mit der Zentrosomtrennung zu-
sammen. Die strenge Kopplung der Zentrosomenduplikation mit dem Zellzyklus ist wich-
tig fu¨r die genomische Stabilita¨t von Zellen. Vor kurzem wurde NuMA in Verbindung
4. Diskussion 86
mit der Eg5-abha¨ngigen Zentrosomtrennung in der Prometaphase gebracht. Zentroso-
men mu¨ssen an gegenu¨berliegende Seiten des Nukleus wandern, damit eine bipolare
Spindel ausgebildet werden kann. Eg5 ist fu¨r diese Bewegung entlang der Mikrotubuli
verantwortlich (Lim et al., 2009), wa¨hrend NuMA und Dynein fu¨r die Verankerung der
Mikrotubuli zwischen den Kinetochoren und dem Zentrosom sorgen (Silk et al., 2009).
In den meisten Fa¨llen fu¨hrt ein Fehlschlagen der Zentrosomtrennung zur Ausbildung ei-
ner monopolaren Spindel, die einen Zellzyklusarrest auslo¨st. Es ist jedoch denkbar, dass
in Einzelfa¨llen, z.B. in Zellen mit gesto¨rter Zellzykluskontrolle dabei lebensfa¨hige Toch-
terzellen entstehen, deren Zentrosomenzahl (und mo¨glicherweise Chromosomen-Anzahl)
von der einer normalen Zelle abweicht. Prima¨re E6/E7-exprimierende Keratinozyten
besitzen vermehrt Zellen mit mehr als zwei Zentrosomen (Abbildung 15). Fu¨r HPV5
und HPV8 ist der Prozentsatz der Zellen mit abnormen Zentrosomenzahlen von 0%
(Kontrollzellen) auf 2 bzw. 3% gesteigert. In HPV16 E6/E7-exprimierenden Zellen ist
diese Population mit 7% noch ho¨her. Abnorme Zentrosomenzahlen werden in vielen
HPV-assoziierten La¨sionen gefunden (Reiter et al., 2009; Cai et al., 2009). Es ist auch
bekannt, dass HPV16 in E6 und E7 bei der Induktion von genetischer Instabilita¨t durch
Entkopplung von Zentrosom- und Zellzyklus kooperieren (Duensing et al., 2000). Ob die
hier beobachteten Zentrosomenanomalien unter anderem auf die Beeintra¨chtigung der
Funktion von NuMA durch die Interaktion mit den Onkogenen E6 und E7 zuru¨ckgefu¨hrt
werden ko¨nnen, ist nicht klar. Untersuchungen mit NuMA-bindedeﬁzienten Mutanten
von E6 oder E7 ko¨nnten auf diese Frage eine Antwort geben. Diese Experimente konn-
ten in dieser Arbeit nicht durchgefu¨hrt werden, da keine der untersuchten Mutanten von
HPV5 E7 bindedeﬁzient war.
Die nuklearen Funktionen von NuMA wurden in dieser Arbeit nicht untersucht, da nur
wenig u¨ber diese Funktionen bekannt ist. Trotzdem weist die Kolokalisation von E6 und
E7 von HPV5 und HPV8 mit NuMA im Interphasenukleus darauf hin, dass es eine
funktionelle Interaktion auch wa¨hrend dieser Zellzyklusphase geben ko¨nnte.
5.3 Nukleares Myosin 1 (NM1) als neuer Interaktor von
HPV8 E7
Myosin1C ist ein unkonventionelles Motorprotein. Die nukleare Isoform (NM1), die sich
durch eine N-terminale Sequenz von 16 Aminosa¨uren von den zytoplasmischen Isoformen
unterscheidet, besitzt im Wesentlichen zwei Funktionen: Erstens ist seine Assoziation mit
den RNA-Polymerasen I und II notwendig fu¨r die Initiation des Transkriptionprozesses.
Zweitens spielt NM1, im Komplex mit Aktin, eine Rolle beim intranuklearen Transport
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von aktivierten Chromosom-Regionen (Hofmann et al., 2006). Am gru¨ndlichsten unter-
sucht ist NMIs Beteiligung an der Transkription der ribosomalen RNA-Gene durch die
RNA-Polymerase I. U¨ber die Bindung an den basalen Transkriptionsfaktor TIF-IA asso-
ziiert nukleares Myosin 1 mit initiationskompetenten RNA-Polymerase I-Komplexen,
wodurch deren Rekrutierung zum rDNA-Promoter, sowie die Transkriptionsinitiierung
bewirkt wird (Philimonenko et al., 2004).
5.3.1 HVP8 interagiert mit nuklearem Myosin 1 in vitro und in vivo
Durch GST-Pulldown-Screening wurde Myosin1C als potentieller Interaktor fu¨r HPV5
und HPV8 E7 identiﬁziert (Tabelle 6). Myosin1C war nicht unter den Interaktionskandi-
daten des Yeast-Two-Hybrid-Screenings, seine Assoziation mit E7 wurde jedoch auch in
Pulldown-Experimenten mit in vitro-transkribiertem/translatierten Protein beobachtet
(Abbildung 7). Aus den Ergebnissen der MALDI-Analyse des GST-Pulldowns geht nicht
hervor, welche Isoform von Myosin1C mit E7 interagiert. Immunﬂuoreszenzaufnahmen
und Immunpra¨zipitationen mit einem speziﬁschen anti-NM1-Antiko¨rper belegten, dass
E7 von HPV8 an die nukleare Isoform NM1 bindet.
Die Doppel-Immunﬂuoreszenzaufnahmen von NM1 und HPV8 E7 zeigten, dass bei-
de Proteine im Nukleus kolokalisieren (Abbildung 17). Behandlung mit dem Myosin-
Inhibitor BDM verhindert die nukleolare Lokalisation von NM1. Der Verlust der Ko-
lokalisation von HPV8 E7 und NM1 in BDM-behandelten Zellen, beweist dass die in
unbehandelten Zellen beobachtete Kolokalisation speziﬁsch ist.
Koexpression von HPV8 E7 und NM1 in 293T-Zellen erlaubte die Kopra¨zipitation bei-
der Proteine aus den Zellextrakten (Abbildung 16). Dies ist ein weiterer Hinweis darauf,
dass die Assoziation von E7 und NM1 in vivo relevant ist. Der Fakt, dass endogenes NM1
nicht kopra¨zipitiert werden konnte, weist darauf hin, dass entweder nur ein geringer Teil
der E7- bzw NM1-Proteine in der Zelle fu¨r eine Bindung zur Verfu¨gung steht, oder dass
die Assoziation sehr schwach oder sehr dynamisch ist. Percipalle et al. (2006) konnten
die Assoziation von NM1 mit dem WSTF/SNF2h-Komplex nur u¨ber chemische Vernet-
zung mit DSP (Dithiobis-Succinimidylpropionat) nachweisen. Immunpra¨zipitation mit
DSP wurde in dieser Arbeit nicht durchgefu¨hrt, ein solches Experiment ko¨nnte jedoch
nu¨tzlich sein, um zu demonstrieren, dass die beobachtete Bindung nicht allein auf die
U¨berexpression von NM1 zuru¨ckzufu¨hren ist. Da jedoch HPV5 E7 nicht mit kotransﬁ-
ziertem NM1 kopra¨zipitierte, ist anzunehmen, dass die U¨berexpression nicht zu unspe-
ziﬁscher Interaktion mit E7 fu¨hrt.
Fu¨r HPV5 E7 wurde weder mittels Immunﬂuoreszenz, noch auf dem Weg der Immunpra¨-
zipitation eine Aﬃnita¨t gegenu¨ber NM1 festgestellt. Dass Myosin1C im GST-Pulldown-
Screening dennoch als Interaktor fu¨r HPV5 E7 gefunden wurde, ko¨nnte bedeuten, dass
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E7 auch mit den zytoplasmischen Isoformen interagiert. Die Assoziation mit zytoplasma-
tischem Myosin1C wurde in dieser Arbeit fu¨r keinen der beiden HPV-Typen untersucht.
5.3.2 HPV8 E7 reduziert die Synthese von pra¨-rRNA durch
Beeinﬂussung der RNA-Polymerase I-Aktivita¨t
Da NM1 ein essentieller Faktor im Initiationskomplex der RNA-Polymerase I ist, wur-
de untersucht, ob die Bindung von E7 mit NM1s Funktionen wa¨hrend der Inititation
der Transkription ribosomaler RNA interferiert. Zu diesem Zweck wurde die pra¨-rRNA-
Konzentration in E7-exprimierenden Zellen mit Hilfe von Northern Blotting bestimmt.
Die Genome von Sa¨ugetieren enthalten mehrere Hundert rRNA-Genwiederholungen
(rDNA repeats), die sich in sogenannten nucleolusorganisierenden Regionen (NOR) be-
ﬁnden. Die 45S pra¨-rRNA wird ausschließlich von der RNA-Polymerase I transkribiert.
Durch Prozessierung entstehen die 18S-, 5,8S- und 28S-rRNAs, Bestandteile des 80S-
Partikels, der wiederum Vorla¨ufer fu¨r die 40S- und 60S-Untereinheiten des Ribosoms ist
(McStay und Grummt, 2008).
Die Expression von E6 und E7 des HPV-Typs 8 in prima¨ren Keratinozyten halbierte
die Konzentration der mittels einer anti-pra¨-rRNA-Ribosonde detektierten pra¨-rRNA
(Abbildung 18 B). Da aus diesem Experiment nicht hervorgeht, welches der beiden Pro-
teine fu¨r diese Reduktion veranwortlich ist, wurden E6 und E7 getrennt in 293T-Zellen
exprimiert. Auf diesem Weg konnte eindeutig demonstriert werden, dass allein E7 die
pra¨-rRNA-Konzentrationen verringert (Abbildung 18 C). Auch hier wurde im Vergleich
mit Leervektor-Kontrollzellen eine Reduktion der pra¨-rRNA auf etwa die Ha¨lfte beob-
achtet. HPV8 E6-Expression hat keinen Einﬂuss auf die pra¨-rRNA-Konzentrationen.
Weder E6 noch E7 von HPV5 vera¨ndern die pra¨-rRNA-Mengen signiﬁkant (Abbildung
18 A+B).
Da beide Experimente zwar mit mehreren biologischen Replikaten, aber jeweils nur
einmal durchgefu¨hrt wurden, mu¨ssen die oben beschriebenen Ergebnisse als vorla¨uﬁg
eingestuft werden. Die geringe Standardabweichung der Werte fu¨r HPV8 E7 und die
deutliche Reduktion der pra¨-rRNA, sowohl in transduzierten NHEK, als auch in transﬁ-
zierten 293T-Zellen, bietet jedoch eine gute Grundlage fu¨r die Annahme, dass HPV8
E7 tatsa¨chlich die hier beobachtete Verringerung der pra¨-rRNA-Mengen verursacht.
Die im folgenden beschriebenen Ergebnisse der Immunﬂuoreszenz-Analyse der RNA-
Polymerase I-Aktivita¨t, sowie die Tatsache, dass allein HPV8 E7 an NM1 bindet, un-
terstu¨tzen diese Aussage. Auf Grundlage der vorliegenden Daten ist nicht vollsta¨ndig
auszuschließen, dass auch HPV5 E7 oder die E6-Proteine von HPV5 und HPV8 die
Konzentrationen der pra¨-rRNA beeinﬂussen, da fu¨r diese Proben die Standardabwei-
chungen sehr hoch lagen. Da allein HPV8 E7 mit NM1 assoziiert, wurde ein Einﬂuss
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A B C D
Abbildung 20: Transkriptionsinhibierung durch HPV8 E7 oder Actinomycin D (A) Expres-
sion von HPV8 E7: FUrd in rot, Bild aus Abbildung 19 (B) RNA-Polymerase I nach Actinomycin
D-Behandlung (aus Jordan et al. (1996)) (C+D) NMI nach Actinomycin D-Behandlung (aus Fomproix
und Percipalle (2004))
von E6 jedoch nicht weiter verfolgt, zumal fu¨r E6 von beiden Typen nur eine sehr geringe
Erho¨hung der pra¨-rRNA beobachtet wurde.
Die Ursache fu¨r eine Verringerung der pra¨-rRNA-Transkripte im Nukleus kann sowohl
in einer Beeintra¨chtigung der RNA-Polymerase I-Aktivita¨t liegen, als auch in einer ge-
ringeren Stabilita¨t oder erho¨hten Prozessierung des Transkripts. Anhand der oben be-
schriebenen Experimente ko¨nnen diese Prozesse nicht diﬀerenziert werden. Daher wur-
de die RNA-Polymerase I-Aktivita¨t durch Beobachtung der pra¨-rRNA-Neusynthese in
E7-exprimierenden Cos-7-Zellen u¨berpru¨ft. Neu synthetisierte RNA wurde durch Inkor-
poration von FUrd und anschließende Immunﬂuoreszenzfa¨rbung sichtbar gemacht.
Die Expression von HPV5 E7 vera¨ndert weder die Menge noch die Verteilung neusynthe-
tisierter pra¨-rRNA im Nukleus (Abbildung 19, mittlere 3 Reihen). In etwa der Ha¨lfte der
HPV8 E7-exprimierenden Zellen war das pra¨-rRNA-Signal stark verringert. Ein weiterer
Teil der HPV8 E7-Zellen zeigte eine weniger starke Reduktion, dafu¨r aber eine Fokus-
sierung der RNA-Synthese auf den Randbereich der Nukleoli (Abbildung 19, untere 3
Reihen). Die Ausbildung solcher Foki ist eine typische zellula¨re Reaktion auf Transkrip-
tionsinhibierung, wie sie zum Beispiel durch Aktinomycin D ausgelo¨st wird (Jordan et al.
(1996), siehe auch Abbildung 20). Dieses Ergebnis la¨sst darauf schließen, dass die durch
HPV8 E7 induzierte Verringerung der pra¨-rRNA-Mengen, die in den Northern Blots be-
obachtet wurde, auf eine Inhibierung der RNA-Polymerase I-Aktivita¨t zuru¨ckzufu¨hren
ist.
Die Schlussfolgerung aus den oben beschriebenen Experimenten ist, dass durch die In-
teraktion von HPV8 E7 mit nuklearem Myosin 1, die Transkription ribosomaler Gene
durch die RNA-Polymerase I inhibiert wird und als Konsequenz daraus die Konzen-
tration von pra¨-rRNA in der Zelle abgesenkt wird. HPV5 E7 bindet nicht an NM1
und hat daher keinen Einﬂuss auf die Aktivia¨t der RNA-Polymerase. Da die zellula¨re
Konzentration von NM1 durch die Expression von E7 nicht vera¨ndert wird (Abbildung
17, Extrakte), ist nicht anzunehmen, dass E7 eine Degradation von NM1 bewirkt. Es
ist wahrscheinlich, dass NM1 durch die Bindung an E7 die Fa¨higkeit verliert, als Teil
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des Transkriptionsinitiationskomplexes zu agieren. Mo¨glicherweise versperrt E7 NM1s
Bindestelle fu¨r TIF-IA. Da aber nicht bekannt ist, u¨ber welche Regionen E7 und NM1
assoziiert sind, bleibt dies unklar.
In der vorliegenden Arbeit wurde nicht untersucht, ob die Komplexierung von NM1
durch E7 auch die RNA-Polymerase II-Aktivita¨t beeinﬂusst. Es wa¨re interessant zu
u¨berpru¨fen, ob auch die Transkription von mRNA, snRNA oder microRNA durch E7
moduliert wird.
Eine Interaktion von NM1 mit viralen Proteinen ist bisher weder fu¨r HPV noch andere
Viren beschrieben worden. Verschiedene Viren beeinﬂussen die Biogenese der Ribosomen
durch Modulation der rRNA-Synthese oder -Reifung. Infektion mit Herpes simplex-Virus
Typ 1 fu¨hrt zum Beispiel zu einer Reduktion der Ribosomenbiogenese durch Inhibition
der rRNA-Reifung. Dies erlaubt dem Virus ribosomalen Stress zu umgehen und spe-
zialisierte Ribosomen zu bilden (Belin et al., 2010). Das HIV-Tat-Protein beeinﬂusst
das Prozessieren von pra¨-rRNA, wodurch weniger Ribosomen gebildet werden (Ponti
et al., 2008). Entero- and Kardioviren inhibieren sowohl die rRNA-, als auch die mRNA-
Synthese (Krupina et al., 2010). Andere Viren, wie der Hepatitis-C-Virus, stimulieren
die Biogenese der Ribosomen und damit auch Proteinbiosynthese und Wachstum der
inﬁzierten Zellen u¨ber eine Aktivierung der rRNA-Synthese (Raychaudhuri et al., 2009;
Arcangeletti et al., 2009). Im Fall des Herpatitis-C-Virus wird angenommen, dass diese
Stimulierung zur Transformierung inﬁzierter Leberzellen beitra¨gt (Raychaudhuri et al.,
2009).
U¨ber die Bedeutung der Bindung von E7 an NM1 kann nur spekuliert werden. Es ist
unwahrscheinlich, dass diese Interaktion zur zellula¨ren Transformation beitragen kann,
in einem solchen Fall wa¨re eine Stimulation, nicht eine Reduzierung der rRNA-Synthese
zu erwarten. In HPV8-E7 exprimierenden Keratinozyten oder 293T-Zellen wurde trotz
der verringerten pra¨-rRNA-Synthese keine Verringerung der 18S- oder 28S-rRNA be-
obachtet (Abbildung 18 A). Dies kann u¨ber einen gewissen Zeitraum mit der hohen
Kopienzahl von rRNA in der Zelle und ihrer hohen Stabilita¨t erkla¨rt werden. Ebenfalls
nicht gekla¨rt ist, ob die verminderte rRNA-Synthese eine Abnahme der Ribosomen oder
der Proteinsynthese zur Folge hat.
Die pra¨-rRNA-Synthese ist einer der energie- und recourcenaufwendigste der zellula¨ren
Prozesse. Die RNA-Polymerase I-Transkription ist daher auch einer der ersten Prozesse,
die in Energiemangel-Situationen eingeschra¨nkt wird (Grummt und Voit, 2010). Es ist
denkbar, dass HPV 8 in bestimmten Phasen seines Replikationszyklus ein Interesse daran
hat, in der Zelle vorhandenes ATP fu¨r die eigene Transkription/Translation oder andere
Prozesse zu rekrutieren und in diesen Fa¨llen auf die Reduktion der RNA-Polymerase
I-Aktivita¨t zuru¨ckgreift.
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